





































HACEN CONSTAR QUE:       
La presente memoria de  tesis doctoral  titulada “Obtención de un  ingrediente multifuncional a 
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C.  Individual  contributions  of  Savinase  and  Lactobacillus  plantarum  to  lentil 




hydrolysis  by  Savinase  to  improve metabolic  health‐promoting  properties  of  lentil. 
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A  lo  largo  de  esta memoria  se  ha  utilizado  la  nomenclatura  y  simbolismos  de  aminoácidos 
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Introducción.  El  Síndrome Metabólico  (SMet)  se  define  como  un  conjunto  de  factores  de 
riesgo cardiometabólicos. La búsqueda de estrategias de prevención aplicables al estilo de vida 
habitual constituye una prioridad para reducir el impacto sanitario del SMet. Si bien cada año 
se  lanzan  al  mercado  numerosos  alimentos  funcionales,  hay  una  ausencia  de  alimentos 
multifuncionales  con  capacidad  para  actuar  simultáneamente  sobre  los  componentes  del 
SMet.  





comercial  de  calidad  alimentaria  (Savinasa  16  L)  a  pH  controlado  para  mejorar  la 
bioaccesibilidad de  los compuestos  fenólicos y péptidos de  lenteja y,  consecuentemente,  su 
eficacia  biológica.  Si  bien  otros  estudios  han  utilizado  la  fermentación  como  proceso  de 
funcionalización de alimentos,  la novedad de esta Tesis Doctoral radica en el mantenimiento 
del  pH  en  valores  neutros  o  alcalinos  para  maximizar  la  solubilidad  de  las  proteínas,  las 





presión  arterial,  la  absorción  de  glucosa  y  triglicéridos,  el  estrés  oxidativo  y  la  inflamación, 
principales factores de riesgo del SMet. Para ello, se estudió el efecto individual y combinado 
de  L.  plantarum  y  Savinasa  16  L  en  condiciones  neutras  y  alcalinas  sobre  el  contenido  de 
péptidos  y  compuestos  fenólicos  de  lenteja,  así  como  sobre  las  actividades  antioxidante  e 
inhibidora de  las enzimas convertidora de angiotensina  I  (ECA),  α‐glucosidasas  intestinales y 
lipasa pancreática.  
Posteriormente,  se estudió  la estabilidad del potencial biológico del  ingrediente a  la 
digestión  gastrointestinal  (DGI).  Seguidamente,  se  optimizaron  las  condiciones  del  proceso 
combinado (pH y tiempo) para maximizar el potencial multifuncional del producto fermentado 
mediante  la metodología  de  superficie  de  respuesta. Una  vez  identificadas  las  condiciones 





piloto. Finalmente, se profundizó en  los mecanismos  implicados en  la actividad antioxidante 
del producto desarrollado en un modelo celular de estrés oxidativo. 
Resultados 





digestión  de  carbohidratos  y  la  actividad  antioxidante  de  la  fracción  soluble  de  lenteja.  En 
general,  estos  efectos  fueron  más  notorios  en  condiciones  alcalinas.  La  enzima  Savinasa 
contribuyó  mayormente  a  la  producción  de  péptidos  con  actividad  antihipertensiva  y 
antioxidante mientras que  L. plantarum  influyó, principalmente, en  las modificaciones de  la 
composición fenólica de lenteja y, consecuentemente, en las actividades inhibidoras de las α‐
glucosidasas intestinales y lipasa pancreática. 
Los principales  compuestos bioactivos  identificados en  la  fracción  soluble de  lenteja 
fermentada  en  condiciones  alcalinas  fueron  30  péptidos  con  características  estructurales 
similares  a  las  descritas  para  péptidos  antioxidantes  e  inhibidores  de  la  ECA  y  las  α‐
glucosidasas  intestinales,  así  como  flavonoides  (publicación  1).  En  condiciones  neutras,  se 
identificaron 3  fragmentos peptídicos, así como glucósidos de kenferol y derivados del ácido 
gálico (publicación 2). 
Finalmente,  se  estudió  el  efecto  de  la DGI  in  vitro  en  el  contenido  de  compuestos 




Capítulo  2.  Para  maximizar  la  producción  de  compuestos  bioactivos  y  el  potencial 
multifuncional  del  ingrediente,  se  optimizaron  las  condiciones  del  proceso  (pH  y  tiempo) 
mediante  la metodología de superficie de respuesta (publicación 3). Los resultados  indicaron 
que  ambos  factores  influyeron  notablemente  en  el  contenido  de  péptidos,  compuestos 
fenólicos, en las actividades inhibidoras de la ECA y lipasa, y antioxidante de la fracción soluble 







Capítulo  3.  El  escalado  a  nivel  de  planta  piloto  disminuyó  el  rendimiento  de  péptidos  y 




de  la DGI en un modelo celular de estrés oxidativo  (publicación 4). Los  resultados  revelaron 
que el digerido inhibió la formación de especies reactivas de oxígeno intracelulares mitigando 
la citotoxicidad inducida por un agente oxidante. El efecto antioxidante estuvo mediado por el 




abre  nuevas  posibilidades  de  revalorización  de  la  lenteja  mediante  la  producción  de 
ingredientes  multifuncionales.  El  pH  y  el  tiempo  fueron  factores  claves  del  proceso, 
identificándose  las condiciones óptimas para maximizar el potencial multifuncional de  lenteja 
(pH 8,5; tiempo 11 h y 36 min). La DGI del producto fermentado mejoró la bioaccesibilidad de 
péptidos y  compuestos  fenólicos,  si bien  se observó una  reducción de  la actividad biológica 
global, efecto también observado tras el escalado. Tras la DGI, el producto fermentado ejerció 
un  efecto  citoprotector  frente  al  estrés  oxidativo  mediante  la  activación  de  las  rutas  de 
señalización  de  las  MAPK,  la  translocación  al  núcleo  de  Nfr2  y  la  expresión  de  enzimas 
antioxidantes. 
SUMMARY 
Introduction. The Metabolic  Syndrome  (MetS)  is defined as a group of  cardiometabolic  risk 
factors.  The  search  for  prevention  strategies  applicable  to  the  usual  lifestyle  constitutes  a 
priority to reduce the health impact of MetS. Despite the fact that many functional foods are 




its  high  content  of  phenolic  compounds  and  the  potential  of  its  proteins  as  precursors  of 
bioactive  peptides.  In  the  present  study  the  application  of  a  fermentation  process  using 
Lactobacillus  plantarum  as  a  starter  culture  combined  with  the  addition  of  a  commercial 





bioavailability  of  phenolic  compounds  and  bioactive  peptides  from  lentil,  and  therefore,  its 
biological effectiveness. Although there are studies in which fermentation has been used as a 
food  functionalization process,  the novelty of  this Doctoral Thesis  lies  in  the maintenance of 
pH  in  neutral  or  alkaline  values  during  fermentation  in  order  to maximize  the  solubility  of 
proteins, enzymatic activities and the bioavailability of bioactive compounds. 
Objective and work plan. The general objective was  to develop a multifunctional  ingredient 
from  lentil enriched  in bioavailable bioactive compounds  through  the use of a  fermentation 
process  in  combination with enzymatic hydrolysis at  controlled pH aimed at  reducing blood 
pressure, glucose and  triglyceride absorption, oxidative stress and  inflammation at  the same 
time. To this end, the individual and combined effects of L. plantarum and Savinase 16 L under 
neutral and alkaline pH conditions on peptides and phenolic contents as well as antioxidant 
and  inhibitory  efficacy  towards  angiotensin  I‐converting  enzyme  (ACE),  intestinal  α–
glucosidases and pancreatic lipase were studied. 
  Subsequently,  the  stability of  the biological potential of  the  fermented product  to 
gastrointestinal digestion was evaluated. Then,  the  conditions of  the  combined process  (pH 
and time) were optimized to maximize the multifunctional potential of the fermented product 
through  the  response  surface methodology.  Once  the  optimal  processing  conditions  were 
identified  at  the  laboratory  scale,  the  process  was  scaled‐up  to  a  pilot  plant.  Finally,  the 
mechanisms  involved  in  the antioxidant activity of  the product developed were  studied  in a 
cellular model of oxidative stress. 
Results.  
Chapter  1.  Firstly,  the  combined  effect  of  fermentation  and  enzymatic  hydrolysis  at  basic 
(paper  1)  and  neutral  pH  (paper  2)  on  the  content  of  bioactive  compounds  and  biological 
activities of  the soluble  fraction of  lentil was evaluated. The combination of both processes, 
regardless  of  pH  values,  increased  the  peptide  content  and modified  the  phenolic  profile, 
improving, at the same time, the antihypertensive potential, the inhibition of the carbohydrate 
digestion and  the antioxidant activity of  lentil soluble  fraction. Generally,  these effects were 
more noticeable when the process was performed in alkaline conditions. The enzyme Savinase 
contributed  mainly  to  the  production  of  peptides  with  antihypertensive  and  antioxidant 
activities while L. plantarum mainly affected to phenolic composition and, consequently, to the 
inhibitory activities of intestinal α‐glucosidases and pancreatic lipase. 






for  antioxidant, ACE  and  α‐glucosidases‐inhibitory  petides  (paper  1). At  neutral  pH,  3 main 
protein  fragments as well as kaempferol glycosides and gallic acid derivatives were detected 
(paper 2). 
  Finally,  the  effect  of  in  vitro  gastrointestinal  digestion  (GID)  on  the  content  of 
bioactive compounds and biological activities of the soluble fraction of lentil processed in the 
different pH conditions was studied. In both cases, GID increased the content of peptides and 
total phenolic compounds, however,  these effects did not correlate with an  improvement  in 
the array of biological activities of the lentil fermented product (paper 1 and 2). 
Chapter  2.  With  the  aim  to  maximize  the  production  of  bioactive  compounds  and 
multifunctional potential of  the  lentil  soluble  fraction, processing parameters  (pH and  time) 
were optimized by using  the  response  surface methodology  (paper 3). The  results  indicated 
that both  factors notably  influenced  the content of peptides, phenolic compounds, ACE and 
lipase  inhibitory potency as well as antioxidant activity of  lentil soluble fraction. Values of pH 
8.5 and time of 11 h and 36 min were identified as the optimal processing conditions. 
Chapter  3.  A  scaling‐up  at  pilot  plant  level  the  fermentation  and  enzymatic  hydrolysis  at 
alkaline pH resulted  in a  lower yield of peptides and phenolic compounds and decreased the 
overall  biological  effectiveness  of  the  lentil  soluble  fraction  with  the  exception  of  the 




lentil  soluble  fraction  inhibited  the  formation  of  intracellular  reactive  oxygen  species  by 




Conclusions.  The  combination  of  fermentation  and  enzymatic  hydrolysis  at  controlled  pH 
opens  new  possibilities  for  lentil  valorization  through  production  of  multifunctional 
ingredients. The pH and  time were key  factors of  the process, being pH values of 8.5 and a 
time of 11 h and 36 min the optimal conditions to maximize the multifunctional potential of 







fraction was  also  observed  after  scaling‐up  the  process  at  pilot  plant  level.  After  GID,  the 
fermented product exerted a  cytoprotective effect against oxidative  stress by activating  the 




































El  Síndrome  Metabólico  (SMet)  se  define  como  un  conjunto  de  factores  de  riesgo 
interrelacionados entre sí que engloban la obesidad abdominal, el metabolismo alterado de la 
glucosa,  la  presión  arterial  elevada  y  la  dislipemia  (niveles  elevados  de  triglicéridos  o  TG  y 
reducidos  los de  colesterol  asociado  a  lipoproteínas de  alta densidad o C‐HDL)  (Pistollato  y 
Battino, 2014).  
Esta enfermedad constituye un problema de salud pública de gran importancia a nivel 
global  y diferentes  estudios epidemiológicos  indican que  su  incidencia está  aumentando de 
manera alarmante, afectando a gran parte de la población mundial, tanto adultos como niños. 
El SMet deteriora  la calidad de vida de  las personas que  lo padecen y aumenta el  riesgo de 
desarrollar enfermedades cardiovasculares y trastornos metabólicos graves (Alegría‐Ezquerra y 
col., 2008). Además, el desarrollo del SMet  lleva asociado un  incremento considerable de  los 
costes sanitarios, debilitando la economía de los países en los que su incidencia es elevada. En 
Estados Unidos se estima que el incremento de los costes sanitarios derivados del SMet es de 
aproximadamente un 24%  (Aguilar y  col., 2015; Boudreau y  col., 2009). En España, el  coste 
sanitario  estimado  debido  al  SMet  en  2008  fue  de  1.909 millones  de  euros.  Teniendo  en 
cuenta el ritmo de aumento de su incidencia, se prevé que el gasto sanitario derivado del SMet 
para 2020 ascienda a 5.328 millones de euros (Piñol y col., 2011; Scholze y col., 2010). 















































Presión arterial ≥ 140 / 90 mm Hg  ≥ 140 / 90 mm Hg o en 
hipertensión en 
tratamiento 
































poblacional  sobre  su  incidencia. De acuerdo  con  los  criterios diagnósticos propuestos por  la 
IDF  (2014),  se  estima que  el 25% de  la población mundial  adulta padece  SMet.  En  Europa, 
según  la NCEP‐ATPIII,  la prevalencia  se encuentra entre el 9,6%  y el 55,7%  (Day, 2007). No 
obstante,  la  prevalencia  del  SMet  es  difícil  de  establecer  debido  en  parte  a  las  diferencias 
metodológicas utilizadas para  la determinación de su  frecuencia y a  la existencia de  factores 
que  influyen en ella como son el ambiente (rural o urbano) y  la composición de  la población 




















La  relación  de  la  prevalencia  del  SMet  y  el  sexo  es  compleja  de  plasmar  de  forma 













del  11%  y  se  prevé  un  incremento  en  torno  al  22%  para  el  año  2020.  Para  el mismo  año, 




epigenéticos  que  influyen  en  el  desarrollo  del  conjunto  de  elementos  que  contribuyen  al 
desarrollo de este síndrome.  
La dieta y el estilo de vida son factores clave en el desarrollo del SMet (Cornier y col., 
2008; García‐Toro  y  col.,  2016).  En  este  sentido,  el  sedentarismo  y  una  alimentación  poco 
saludable basada en un consumo elevado de alimentos hipercalóricos con alto contenido en 
grasas,  azúcares  y  sal predisponen  a  su  aparición.  El  consumo de  tabaco  y  alcohol  también 
contribuye a su desarrollo y agravamiento (Ascaso y col., 2006). Por otro lado, la presencia de 
ciertas enfermedades como la cardiopatía isquémica incrementan considerablemente el riesgo 
de  sufrir  SMet  (Ascaso  y  col., 2006). En  la  Figura 1  se esquematizan  los diferentes  factores 
implicados en el SMet y sus posibles riesgos.  
La dimensión patológica del SMet es muy relevante por su asociación con el desarrollo 
de  DMT2  y  enfermedad  arterioesclerótica  cardiovascular,  así  como  múltiples  disfunciones 










Dentro  de  los  procesos  que  intervienen  en  el  desarrollo  del  SMet,  la  obesidad  y  la 
resistencia  a  la  insulina  juegan  un  papel  central.  Las  personas  con  sobrepeso  u  obesidad, 
sedentarias  y  que  consumen  una  dieta  rica  en  grasas  saturadas  y  carbohidratos  son más 




SMet.  La  urgencia  de  metabolizar  la  sobrecarga  de  nutrientes  de  la  ingesta  excesiva  de 
alimentos  y  el  bajo  gasto  energético  asociado  a  una  actividad  física  deficiente  en  personas 
obesas  somete  a  las  células  a  un  estrés  metabólico  que  inicia  y  perpetúa  las  cascadas 
oxidativas e inflamatorias, provocando daños en la señalización de la insulina y resistencia de 
los tejidos a la acción hormonal (Muñoz‐Contreras y col., 2013). 
El  exceso  de  grasa  visceral  está  asociado  a  la  insulinorresistencia  debido  a  las 
particularidades metabólicas de este tipo de grasa, como  la mayor tendencia a  la  lipolisis, un 
aumento  de  la  actividad  de  los  receptores  de  glucocorticoides  y  una mayor  secreción  de 
citoquinas proinflamatorias reduciendo, a su vez, la secreción de adipocitoquinas sensibles a la 
insulina  (Muñoz‐Contreras  y  col.,  2013).  Las  adipocitoquinas  son  sustancias  biológicamente 
activas  secretadas  por  el  tejido  adiposo  visceral  que  influyen  en  la  regulación  de  la 
homeostasis  energética,  sensibilidad  insulínica  y  metabolismo  de  lípidos  y  carbohidratos 






6), causando  resistencia a  la  insulina e  inflamación  sistémica. El aumento de  tejido adiposo, 
además, produce una  liberación de ácidos grasos al  torrente  circulatorio, que  causan estrés 
oxidativo  y  reducen  la  sensibilidad  a  la  insulina  en  el  músculo  esquelético  inhibiendo  la 
captación  de  glucosa mediada  por  insulina  en  células musculares.  Este  fenómeno  causa  un 




el  sistema  sanguíneo  pueden  ser  filtradas  por  la  pared  arterial  e  incorporadas  a  los 
macrófagos,  desarrollando  una  placa  fibrosa  que  desemboca  en  aterosclerosis  o  en  la 
formación  de  trombos.  El  tejido  adiposo  también  secreta  angiotensinógeno,  que  causa 
hipertensión arterial, otro de los factores de riesgo del SMet (Grundy, 2016).  
La  insulinorresistencia,  como  ya  se  ha  mencionado,  juega  un  papel  clave  en  el 
desarrollo  del  SMet.  Los  individuos  con  resistencia  a  la  insulina muestran  un metabolismo 
alterado de  la glucosa, niveles elevados de glucosa en ayunas y/o hiperglucemia, o reducción 
de  la acción de  la  insulina. Estas personas no son capaces de secretar  insulina suficiente para 
compensar  los niveles de glucosa en sangre. Su persistencia origina a  largo plazo DMT2, otro 
de los factores de riesgo del SMet que se caracteriza por la pérdida progresiva de la acción de 
la  insulina y resistencia a  la misma, seguida por  la disfunción de  las células β del páncreas,  lo 




hormona  sensitiva  a  la  lipasa,  encargada  de  convertir  los  TG  en  ácidos  grasos  libres.  Sin 
embargo,  en  individuos  con  resistencia  a  la  insulina  esta  hormona  es  incapaz  de  inhibir  la 
lipolisis lo que origina una liberación elevada de ácidos grasos libres al torrente sanguíneo, que 
se re‐esterificarán en TG, como se ha comentado anteriormente, creando un ciclo que genera 
nuevamente  estrés  oxidativo  e  inflamación  (McCracken  y  col.,  2018).  Esta  situación  lleva 
asociadas otras  alteraciones metabólicas  como  la dislipemia,  caracterizada por  la  alteración 
homeostática de los ácidos grasos, TG y lipoproteínas; daño en la regulación central de ingesta 








La  prevención  del  SMet  tiene  una  gran  transcendencia  tanto  a  nivel  clínico  como 
epidemiológico  ya  que  se  considera  un  precursor  identificable  y  corregible  de  la  DMT2  y 
enfermedades cardíacas y cerebrovasculares (Ascaso y col., 2006). Actualmente, las estrategias 
principales para  la prevención  y  control del  SMet  consisten  en modificaciones del  estilo de 
vida.  Entre  las  recomendaciones  para  evitar  la  aparición  de  este  síndrome  o  mitigar  los 
factores de riesgo se incluyen la realización de ejercicio físico diario y cambios en la dieta. Las 
dietas adecuadas para la prevención y control del SMet siguen siendo inespecíficas y dirigidas 
hacia  el  control  del  peso  y  la  reducción  de  la  ingesta  calórica  total.  Diversas  evidencias 
muestran que estas dietas deben ser bajas en grasas saturadas, grasas trans, colesterol, sodio 
y azúcares simples (De Sousa y Norman, 2016; Martínez y col., 2016). Se ha demostrado que 














en  la  Tabla  2.  Estas  dietas  se  basan  fundamentalmente  en  la  restricción  de  la  ingesta 
energética mediante el consumo de alimentos bajos en calorías para favorecer la movilización 
de grasas y la pérdida de peso, el control de la glucemia y la disminución de la producción de 













Las dietas que  incluyen un  elevado  consumo de  compuestos  antioxidantes  conducen  a una 
reducción del estrés oxidativo y, consecuentemente, de los procesos de inflamación que, como 





para  controlar  las alteraciones asociadas al SMet es  la dieta Mediterránea  (DM)  (Esposito y 
col., 2015; Kastorini y col., 2011; Kesse‐Guyot y col., 2013; Shen y col., 2015). La DM tradicional 
está basada en un consumo frecuente de verduras, legumbres, fruta, cereales y aceite de oliva, 
consumo  moderado  de  pescado,  ingesta  baja  a  moderada  de  derivados  lácteos  y  bajo 
consumo de  carne y vino. Hay estudios que han demostrado que existe una  fuerte  relación 
entre  la DM y bajas ganancias de peso corporal o,  incluso, pérdida de peso  (Kastorini y col., 
2011; Kesse‐Guyot y col., 2013). Otros han demostrado que  la DM tiene efectos beneficiosos 
en la disminución del riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (Mayr y col., 2018). 
A  pesar  de  los  beneficios  saludables  de  estas  dietas,  los  patrones  dietéticos  de  la 
población actual en países desarrollados  se alejan cada vez más de ellas debido al  ritmo de 
vida actual. En este contexto,  sin duda el consumo de alimentos  funcionales como parte de 















Dietas ricas en ácidos grasos ω‐3  Inflamación  ↓ citoquinas proinflamatorias (IL‐6, TNF‐α)  (Fleming y Kris‐Etherton, 2014; 
Lopez‐Huertas, 2012) Enfermedades cardiovasculares  ↓ TG, VLDL 
Dietas con índice glucémico bajo  DMT2  ↓ HbA1c y fructosamina  (Gibbs y col., 2014; Thomas y 
Elliott, 2009) 






















Los alimentos  funcionales, más allá de  sus efectos puramente nutricionales,  influyen 
positivamente  sobre  la  salud  o  sobre  una  determinada  función  fisiológica  que  resulta 
beneficiosa  para  la  salud  (Latocha,  2017;  Pelvan  y  col.,  2018).  El  diseño  de  un  alimento 
funcional puede incluir la eliminación de un componente conocido con efecto no beneficioso, 
el aumento de la concentración de un componente beneficioso presente de forma natural en 





colesterol  plasmático  (bebidas  fermentadas,  galletas  o margarinas),  aquellos  que  contienen 
péptidos bioactivos que ayudan a  reducir  la  tensión arterial o bien con efecto  saciante para 
controlar el peso corporal o zumos ricos en compuestos antioxidantes (Figura 2). Dado que el 
SMet  no  afecta  a  un  órgano  o  diana  único  sobre  el  cual  dirigir  una  terapia  preventiva 
específica,  el  desarrollo  de  alimentos multifuncionales  podría  constituir  una  estrategia más 
eficaz para  revertir o  controlar  el  SMet de  forma  global.  Esta  línea de  investigación  es  aún 











Para  que  un  ingrediente  sea  considerado  como  multifuncional  tiene  que  haber 




ejemplo, determinación del  contenido  teórico de  compuestos bioactivos), biológicas  in  vitro 
sobre varios modelos biológicos e in vivo en animales y humanos tras la ingesta de los mismos. 
Dado  que  la  evaluación  de  la  actividad  biológica  in  vivo  es  costosa,  se  considera  más 
conveniente  realizar  inicialmente  estudios  in  vitro  para  acotar  y  definir  los  términos  de 
estudios posteriores en animales y humanos. En este sentido, los estudios in vitro con cultivos 
celulares son una herramienta útil para la evaluación de la actividad biológica ya que permite 
simular  estados  fisiológicos  a  escala  de  laboratorio  y  elucidar  el mecanismo  de  acción  y  el 
efecto  beneficioso  tanto  de  compuestos  puros  como  de  alimentos  ricos  en  compuestos 
bioactivos (Brien y col., 2000; Yuk‐Young y col., 2002). 
Los alimentos de origen vegetal y, entre ellos  las  legumbres, constituyen una materia 




Las  legumbres  son plantas  anuales pertenecientes  a  la  familia  Fabaceae  (también  conocida 
como Leguminosae) entre las que se encuentran el guisante (Pisum sativum L.), la judía común 
(Phaseolus  vulgaris  L.),  la  lenteja  (Lens  culinaris  Medik.),  el  haba  (Vicia  faba),  el  altramuz 
(Lupinus  spp.  L.)  y  el  garbanzo  (Cicer arietinum  L.).  La  Food Agricultural Organization  (FAO) 
considera  legumbres  únicamente  a  las  semillas  secas  recolectadas  de  cultivos  de  plantas 
leguminosas,  excluyendo  las  plantas  frescas  como  las  judías  verdes  que  son  consideradas 












beneficios saludables de  las  legumbres en  la prevención de  los factores de riesgo asociados a 
este síndrome (Tabla 3). En estos estudios se describen efectos beneficiosos en pacientes con 
alteraciones metabólicas asociadas al SMet tras la ingesta de una a 5 raciones de legumbres a 
la  semana  durante  un  periodo  de  tiempo  variable  de  entre  21‐181  días.  Los  estudios  de 
intervención nutricional en humanos, en general, demuestran que una dieta rica en legumbres 
reduce los niveles de glucosa, C‐LDL en sangre y la presión arterial, así como el estrés oxidativo 





















Reducción  de  la  CC,  PAS  y  HbA1c. 
Aumento de los niveles de C‐HDL. Mejora 
el  control glucémico,  la  sensibilidad a  la 

























mujeres (n=12) con SMet  Rica en judías negras  1 ración/semana  21 












Estos  efectos  beneficiosos  para  la  salud  de  las  legumbres  pueden  atribuirse  a  su 
composición nutricional y a  la presencia de compuestos bioactivos con diferentes actividades 
biológicas  (antioxidante,  antiinflamatoria,  antihipertensiva  y  antidiabética),  que  sugieren  un 
gran potencial de las legumbres para el desarrollo de alimentos funcionales dirigidos al control 
del SMet (De la Iglesia y col., 2016; Miglani y Bains, 2017). 
Los  macronutrientes  y  compuestos  bioactivos  presentes  en  las  legumbres  actúan 
sinérgicamente. Los mecanismos por los que las legumbres podrían tener un efecto protector 
frente al SMet se han propuesto en la Figura 3. Entre ellos se encuentra la fermentación de la 











con  alto  contenido  de  proteínas  (20%‐36%),  carbohidratos  (40‐63%)  y  micronutrientes 





como  el  potasio,  hierro,  calcio,  magnesio  y  zinc  (Campos‐Vega  y  col.,  2010).  El  perfil 
aminoacídico  de  las  legumbres  es  complementario  al  de  los  cereales,  recomendándose  su 
consumo  de  forma  combinada  para  aumentar  la  calidad  de  la  proteína  total.  Esta 
complementariedad obedece a que la lisina es el aminoácido limitante en los cereales mientras 
que  la metionina  lo es en  las  legumbres. Las  legumbres presentan un contenido  lipídico bajo 
(1‐10%).  El  contenido medio  de  lípidos  totales  en  judía,  lentejas  y  haba  no  supera  el  2%, 
mientras que en garbanzo y en altramuz puede alcanzar un 6% y un 10%, respectivamente. Las 
legumbres carecen de colesterol y son ricas en ácidos grasos monoinsaturados, como el ácido 
oleico,  y  poliinsaturados,  como  los  ácidos  linoleico  y  α‐linolénico  (Delgado‐Andrade  y  col., 
2016). 
A  continuación,  se  detallan  algunos  aspectos  químicos,  bioquímicos  y  de  actividad 
biológica  y mecanismos de  acción de  los  compuestos de  legumbres más  relevantes por  sus 
beneficios en la prevención y control del SMet. A lo largo de esta sección se han revisado con 




del  peso  seco  en  las  principales  legumbres  de  consumo  habitual  (Tabla  4).  Los  principales 
carbohidratos presentes en las legumbres son el almidón, la fibra, y los oligosacáridos, siendo 
el almidón el componente mayoritario (35‐45% del peso seco de las semillas). El almidón está 
compuesto  por  fracciones  de  amilosa  y  amilopectina,  cuya  composición  varía  con  el  tipo 
legumbres.  La  composición del almidón es  clave para ejercer  sus efectos beneficiosos en  la 
salud ya que determina su índice glucémico. El almidón de las legumbres es de digestión lenta, 
por  tanto,  ayuda  a  controlar  los  niveles  de  glucosa  e  insulina  en  sangre,  especialmente  el 
almidón resistente a  la digestión que  forma parte de  la  fibra. Este almidón  también ayuda a 
mantener la homeostasis lipídica en sangre y, por tanto, es de especial interés su contribución 







Tabla 4. Contenido de  los principales componentes nutritivos presentes en  las  legumbres de 
mayor consumo humano1. 
Componentes  Judías Lentejas  Garbanzos  Habas  Altramuz 
Negras  Blancas Pintas
Proteína (g)  21,6  22,33 21,42 24,63 20,47 26,12  36,17
Lípidos totales (g)  1,42  1,50 1,23 1,06 6,04 1,53  9,74
Carbohidratos totales (g)  62,36  60,75 62,55 63,35 62,95 58,29  40,37
Fibra total (g)  15,5  15,3 15,5 10,7 12,2 25,0  18,9
Azúcares totales (g) 2,12  3,88 2,11 2,03 10,70 5,70  ‐
1 Datos obtenidos de  la Base de Datos Nacional de Nutrientes del Departamento de Agricultura de  los 
Estados  Unidos  para  100  g  de  semilla  cruda.  Disponible  en:  
https://ndb.nal.usda.gov/ndb/nutrients/index 
 
El contenido en  fibra alimentaria en  las  legumbres oscila entre un 10% y un 25% del 
peso  seco  (Tabla  4).  La  fibra  soluble  (con  valores  de  hasta  el  14%  del  peso  seco)  está 
compuesta  por  pectinas,  gomas,  y  oligosacáridos  (rafinosa,  estaquiosa,  verbascosa  y 
fructanos). Esta fracción de la fibra se caracteriza por su capacidad de retención de agua lo que 
permite aumentar  la viscosidad del contenido  intestinal. La fracción  insoluble de  la fibra está 
formada  por  celulosa,  hemicelulosa,  lignina  y  almidón  resistente  que  favorecen  el  tránsito 






plasmáticos. El almidón  resistente y  los oligosacáridos  tienen propiedades de unión a ácidos 




micelas,  reduciendo el contenido de colesterol de  los hepatocitos e  inhibiendo  la síntesis de 
ácidos grasos. Como resultado, se produce una disminución del C‐LDL que ayuda a controlar la 
dislipemia postprandial (Hermsdorff y col., 2011; Trinidad y col., 2009). La fibra presente en las 
legumbres  tiene  efecto  saciante,  contribuyendo  a  la  regulación  de  la  ingesta  calórica  y  al 





incrementa  la  concentración de  los péptidos  intestinales  colecistoquinina  K  (CCK)  y péptido 
tirosina  tirosina  (PYY3‐36)  que  tienen  efecto  saciante  y  disminuyen  la  concentración  de  la 
hormona grelina que promueve  la  sensación de hambre  (Nilsson y col., 2013; Reverri y col., 
2017). Por otro  lado, el almidón resistente y  los oligosacáridos poseen actividad prebiótica al 
ser  fermentados por  la microbiota  intestinal humana produciendo  ácidos  grasos de  cadena 
corta  en  el  intestino  que  incrementan  la  expresión  de  genes  de  PYY3‐36  y  proglucagón.  El 




Nutricionalmente  las  legumbres  son  la principal  fuente de proteínas de origen vegetal, cuyo 
contenido  representa  entre  el  20%  y  el  36%  del  peso  seco. Así,  por  ejemplo,  encontramos 
contenidos proteicos medios del 21% en judía, 24% en lenteja, 20% en garbanzo, 26% en haba 
y 36% en altramuz (Tabla 4). El perfil de aminoácidos de  las  legumbres se caracteriza por un 
bajo  contenido en  aminoácidos  azufrados  (metionina  y  cisteína)  y un elevado  contenido en 
lisina  y  treonina  (Delgado‐Andrade  y  col.,  2016).  Además,  contienen  mayor  cantidad  de 
aminoácidos como arginina, ácido glutámico y aspártico que los cereales (Rizzello y col., 2015). 
Las  proteínas  de  la  lenteja  están  formadas  en  un  16%  de  albúminas,  un  70%  de 
globulinas, un 11% de  glutelinas  y un 3% de prolaminas  (Jarpa‐Parra, 2018).  Las albúminas, 
glutelinas y prolaminas  tiene un peso molecular de 20, 17‐46 y 16‐64 kDa,  respectivamente. 
Las globulinas de lenteja contienen proteínas tipo legumina y vicilina. El primer grupo consiste 
en  pares  de  seis  polipéptidos  que  interaccionan  no  covalentemente  y  tienen  un  peso 
molecular de 320‐380 kDa. Cada una de estas parejas de polipéptidos están compuestos por 
subunidades  ácidas  y básicas, unidas por  enlaces disulfuro.  Tradicionalmente  este  grupo  se 
identifica como globulinas 11S, aunque más recientemente se ha reclasificado como globulinas 




Los  beneficios  de  las  proteínas  de  legumbres  para  la  salud  están  respaldados  por 
numerosos  estudios  que  demuestran  su  actividad  biológica.  Sin  embargo,  los mecanismos 
moleculares  que  determinan  su  actividad  aún  no  han  sido  completamente  dilucidados.  La 






biológicamente  activos  que  están  encriptados  en  la  secuencia  nativa  (Rizzello  y  col.,  2015). 




Los  péptidos  bioactivos  de  legumbres  están  recibiendo  especial  atención  por  su 
actividad antihipertensiva mediante la inhibición de la enzima convertidora de angiotensina I 
(ECA) (Garcia‐Mora y col., 2014, 2015a,b y 2017; Jakubczyk y Baraniak, 2014; Li y Aluko, 2010; 
Luna‐Vital y  col., 2015).  La ECA  cataliza  la hidrólisis de angiotensina  I en angiotensina  II, un 
octapéptido  con potente  acción  vasoconstrictora. Paralelamente,  la ECA degrada el péptido 
bradiquinina, que es un  importante vasodilatador. Como resultado, tiene  lugar  la contracción 
de los vasos sanguíneos y la elevación de la presión arterial.  
Algunos  péptidos  derivados  de  proteínas  de  judía,  lenteja,  garbanzo  y  frijol  alado 




















































DLP,  LRW,  LRWLKL,  VK, 















Frijol alado  FDIRA, YPNQKV  Antioxidante  (Yea y col., 2014) 
ECA: enzima convertidora de angiotensina‐I 
 
















Una  de  las  propiedades  beneficiosas más  estudiadas  de  los  péptidos  bioactivos  de 
legumbres  es  su  actividad  hipolipémica.  Hasta  ahora,  los  datos  publicados  ofrecen  varios 
mecanismos  de  acción  que  explican  el  efecto  hipolipémico  de  los  péptidos  de  legumbres, 
incluyendo  la modulación de  la expresión génica  implicada en el metabolismo de  lípidos en 
hepatocitos  y  adipocitos  (Howard  y Udenigwe,  2013;  Lammi  y  col.,  2016). Dicha  regulación 
está  relacionada  con  la  sobreexpresión  del  receptor  de  LDL,  enzimas  del metabolismo  de 






Hidrolizados  de  judía  son  capaces  de  inhibir  la  respuesta  inflamatoria  inducida  en 
macrófagos por  lipopolisacárido  (LPS) bacteriano mediante  la  inhibición de  la activación del 




péptidos  derivados  de  proteínas  de  legumbres  es  cada  vez  mayor,  son  muy  pocos  los 
realizados  en  la  lenteja. Hasta  el momento  se  conoce que  la hidrólisis  enzimática  y DGI de 






y  la  renina;  ii)  estimuladora de  la  liberación de  sustancias  vasoactivas  y  de  la  captación  de 






sugiere el estudio de  su potencial en  la producción de  ingredientes multifuncionales para  la 
prevención y control del SMet.  
2.2.2.3. Compuestos fenólicos 
Las  legumbres  son,  además,  fuente  importante  de  compuestos  fenólicos,  metabolitos 
secundarios de las plantas con estructuras químicas que cuentan con, al menos, un grupo fenol 
en su molécula. El análisis de  la composición  fenólica se realiza empleando diversas técnicas 
analíticas.  El  ensayo  colorimétrico  Folin‐Ciocalteu  es  la  técnica más  rápida  y  ampliamente 
extendida en la bibliografía para la determinación del contenido total de compuestos fenólicos 
polares  presentes  en  los  alimentos.  Sin  embargo,  para  una  determinación  más  exacta  e 
individual  de  compuestos  se  emplea  la  cromatografía  líquida  acoplada  a  espectrometría 
visible/UV o espectrometría de masas (MS/MS, QTof) (Briante y col., 2002). La espectrometría 
de masas se considera una herramienta muy eficaz para completar la caracterización fenólica y 
aportar  más  información  de  forma  selectiva  y  con  alta  resolución  sobre  compuestos 
relacionados estructuralmente. 




La  lenteja destaca por su elevado contenido en  flavonoides  (221 mg equivalentes de 










Cabrejas y col., 2009). Dentro de este grupo, en  la  lenteja se han  identificado monómeros de 
(+)‐catequina,  (‐)‐epicatequina,  (‐)‐epigalocatequina  y  (+)‐galocatequina,  siendo  la  (+)‐
catequina‐3‐O‐glucósido el compuesto más abundante.  
También se ha descrito la presencia de proantocianidinas con configuración tipo B con 
subunidades de  tipo  (+)‐catequina,  (‐)‐epicatequina,  (‐)‐epigalocatequina  y  (+)‐galocatequina 
que  llegan  a  alcanzar  concentraciones  entre  270  y  870 mg/100  g  (Ozga  y  col.,  2012).  Las 




glucósidos  de  kenferol  los más  abundantes  (Zou  y  col.,  2011).  La  lenteja  también  contiene 
glucósidos de quercetina y miricetina como  la miricetina 3‐O‐ramnósido y  la quercetina 3‐O‐
rutinósido  (Zou y  col., 2011). Adicionalmente, esta  legumbre presenta  flavonas y  flavanonas 
glicosiladas como la apigenina 7‐O‐apiosil‐glucósido y la luteolina diglucósido que constituyen 
sólo el 5% del contenido total de fenoles (Dueñas y col., 2002). El contenido e identificación de 
antocianinas en  lenteja no ha  sido muy estudiado hasta  la  fecha.  Sólo un estudio  llevado a 





arabinopiranósido)  como  la  principal  antocianina  en  esta  semilla  (Takeoka  y  col.,  2005).  El 
contenido de antocianinas está relacionado con el color de  la testa y, por tanto, varía mucho 
en  las distintas variedades de  lenteja oscilando entre 15,7‐66,6 mg/100 g (Xu y Chang, 2010). 
En  lenteja  también  se  han  identificado  lignanos  como  el  cumesterol,  matairesinol  y 
secoisolariciresinol, siendo este último el más abundante (Konar, 2013). 




Estudios  in  vitro  e  in  vivo  en  modelos  animales  de  SMet  han  mostrado  que  los 
compuestos  fenólicos de  legumbres mejoran el metabolismo  lipídico, estimulan  la oxidación 
de  lípidos e  inhiben su acumulación en el  tejido adiposo visceral  (Kitano‐Okada y col., 2012; 
Prakash y Gupta, 2011). Además, reducen la inflamación asociada a la obesidad, aumentando 
la  liberación  de  adiponectina  y  reduciendo  la  producción  de  TNF‐α  en  el  tejido  adiposo 
visceral.  Estudios  en  humanos  confirman  estos  resultados  e  indican  que  el  consumo  de 
polifenoles disminuye  significativamente  la circunferencia abdominal  (CC),  la presión arterial 
sistólica (PAS) y la concentración plasmática postpandrial de TG, a la vez que aumenta el C‐HDL 
(Egert y col., 2010; Pfeuffer y col., 2013; Yao y col, 2011). 
Existen  varios  mecanismos  implicados  en  el  efecto  positivo  de  los  compuestos 
fenólicos  sobre  la disminución de  los  factores de  riesgo asociados al  SMet.  Los  compuestos 
fenólicos de legumbres contribuyen a reducir el riesgo de DMT2 por su efecto hipoglucémico 
mediante la inhibición de enzimas implicadas en la digestión de carbohidratos que incluyen la 
α‐amilasa  y  α‐glucosidasas  intestinales  (Tan  y  col.,  2017).  También  se  han  encontrado 
flavonoides como las antocianidinas, capaces de inhibir las enzimas α‐amilasa y α‐glucosidasas 
reduciendo  los niveles de glucosa postprandial  (Reverri y col., 2015). Las evidencias sobre el 
papel de  los compuestos fenólicos en  la prevención o reversión de  la resistencia a  la  insulina 
son todavía muy  incipientes y sugieren mecanismos como  la estimulación de  la expresión de 
proteínas  implicadas  en  las  rutas  de  señalización  de  la  insulina  en  el músculo  esquelético, 
hígado  (Cordero‐Herrera  y  col., 2013; Meeprom y  col., 2011) y  tejido adiposo  (Tzeng y  col., 
2009). 
Los  polifenoles  ejercen  una  acción  antioxidante  directa  neutralizando  especies 
reactivas de oxígeno  (ERO) (Aguilera y col., 2010). Además,  los compuestos fenólicos pueden 





antioxidantes como  la  superóxido dismutasa 1  (SOD‐1),  la catalasa o  la glutation peroxidasa 
entre otras (Spanou y col., 2012).  
Ciertos  estudios  también  demuestran  el  efecto  antihipertensivo  de  los  compuestos 
fenólicos  al  asociarse  con  la  mejora  de  la  función  endotelial  y  el  aumento  de  la 
biodisponibilidad del óxido nítrico (ON), disminuyendo la presión arterial. Estos efectos pueden 
ocurrir por varios mecanismos  i) aumento de  la actividad y expresión de  la de óxido nítrico 
sintetasa endotelial y  ii)  inhibición de  la nicotinamida‐adenina dinucleótido  fosfato  (NADPH) 
oxidasa (Yao y col., 2012).  
Otra de las propiedades beneficiosas más estudiadas de los compuestos fenólicos es su 
efecto  hipolipémico.  Estos  compuestos  pueden  disminuir  la  absorción  de  lípidos  a  nivel 
gastrointestinal inhibiendo la lipasa pancreática. Adicionalmente, pueden modular la actividad 
de diferentes enzimas implicadas en el metabolismo lipídico [sintetasa de ácidos grasos (FAS), 
proteína  de  transferencia  de  TG  microsomal,  acetil‐CoA  carboxilasa,  aciltransferasa  de 




efecto  antiinflamatorio.  En  particular,  los  flavonoides  y  taninos  condensados  ofrecen  una 
protección  indirecta  frente  al  estrés  oxidativo  y  los  procesos  inflamatorios  mediante  la 









L.)  encontraron  resultados  similares,  ya  que  observaron  que  la  antocianina  cianidin‐3‐O‐
glucósido  suprimió  la  producción  de  las  citoquinas  proinflamatorias  TNF‐α,  IL‐1β  e  IL‐6  en 
cultivos celulares de este mismo tipo de macrófagos (Lai y col., 2012).  
Los mecanismos que explican  la acción antiobesidad de  los compuestos  fenólicos se 






lugar a ácidos grasos y glicerol (Buchholz y Melzig, 2015). Por tanto,  la  inhibición de  la  lipasa 
pancreática es uno de los mecanismos más estudiados como estrategia para reducir de forma 
efectiva  la  absorción de  grasas de  la dieta  y,  con  ello,  controlar  la obesidad  e hiperlipemia 
(Orqueda  y  col.,  2017;  Zhang  y  col.,  2015).  Estudios  realizados  en  lenteja  y  judía  han 
demostrado que los flavonoides de estas legumbres son capaces de inhibir la actividad de esta 
enzima (Tan y Chang, 2017; Tan y col., 2017; Zhang y col., 2015). Por otro lado, los compuestos 
fenólicos  pueden  promover  la  lipolisis  en  el  hígado  y músculo  esquelético  estimulando  la 
expresión  del  receptor  activado  por  proliferadores  peroxisómicos  tipo  α,  los  receptores  de 
adiponectina 1 y 2 y  la enzima carnitina palmitoiltransferasa‐1 y, paralelamente, disminuir  la 






atención debido a sus efectos beneficiosos relacionados con  la reducción de  la  incidencia de 
algunas  enfermedades  como  la  DMT2,  las  enfermedades  cardiovasculares  y  la  obesidad, 
patologías  implicadas  en  el  SMet.  Debido  a  sus  innumerables  efectos  beneficiosos  para  la 
salud,  las  investigaciones dirigidas a producir o aislar  los compuestos bioactivos de distintas 
fuentes de alimentos para su aplicación como nutracéuticos o  ingredientes funcionales se ha 
intensificado en los últimos años. 
Los  compuestos bioactivos  son habitualmente  recuperados de  distintos  alimentos o 
residuos  agroindustriales mediante  varias  técnicas  entre  las  que  se  incluyen  la  extracción 
sólido‐líquido empleando solventes orgánicos en sistemas de calentamiento‐reflujo (Martins y 
col., 2010). Más recientemente, se han utilizado otras técnicas más efectivas como los fluidos 
supercríticos,  los  procesos  de  alta  presión,  extracción  asistida  por  microondas  o  campos 
eléctricos pulsados de alta intensidad (Belwal y col., 2018; Da Silva y col., 2016).  
La  extracción  y  producción  de  los  compuestos  bioactivos  por  fermentación  es  una 
alternativa muy  interesante que merece  especial  atención,  ya que  es  capaz de  aportar una 
elevada  calidad  y  actividad  biológica  a  la  vez  que  excluye  cualquier  toxicidad  asociada  a  la 
utilización  de  disolventes  orgánicos.  Los  microorganismos  responsables  del  proceso 





estudios en  fermentación  líquida muestran que  la producción de estos compuestos empieza 
cuando  el  crecimiento  microbiano  está  limitado  por  el  agotamiento  de  cualquiera  de  los 
nutrientes: carbono, nitrógeno o fosfato (Barrios‐Gonzalez y col., 2005). 
Los  procesos  de  fermentación  pueden  ser  divididos  en:  i)  fermentación  líquida  o 
sumergida,  basada  en  el  cultivo  de  microorganismos  en  un  medio  líquido  que  contiene 
nutrientes, y ii) fermentación sólida, que consiste en el crecimiento microbiano y la formación 
de productos  sobre partículas  sólidas que  contienen  la  suficiente humedad para permitir el 
crecimiento microbiano.  Las ventajas de este último  sistema con  respecto al primero  son  la 







La  elección  del  microorganismo  a  utilizar  depende  fundamentalmente  del  producto  final 
deseado. Los hongos filamentos tienen un gran potencial en las fermentaciones sólidas por su 
capacidad de producir enzimas con actividad amilasa, pectinasa, xilanasa, celulasa, quitinasa, 










cáscara  de  café,  bagazos  de  caña  de  azúcar  y  ágave,  pulpa  y  cáscara  de  frutas  han  sido 
utilizados para  la producción de compuestos bioactivos mediante  fermentación sólida  (Singh 
nee’ Nigam y Pandey, 2009).  
En  los  últimos  años,  las  legumbres  están  recibiendo  una  especial  atención  como 










Son  muchas  las  variables  que  pueden  influir  en  el  rendimiento  del  proceso  de 
fermentación,  desde  el  pretratamiento  y  tamaño  de  partícula  de  los  sustratos  hasta  la 
densidad  del  inóculo,  la  temperatura,  agitación,  humedad  (en  fermentación  sólida)  o 
proporción  sustrato‐líquido  (en  fermentación  sumergida)  (Gamboa‐Gómez  y  col.,  2016; 
Landete  y  col.,  2015;  Zhang  y  col.,  2017b).  El  pH  es  también  una  variable  importante  que 
influye  en  la  extracción  de  los  compuestos  de  interés  y  en  la  actividad  de  las  enzimas 
microbianas. Por último, el tiempo de fermentación es también una variable crucial ya que los 
metabolitos  deben  difundir  desde  el  sustrato  sólido  al medio  líquido  y,  por  tanto,  pueden 
requerirse tiempos largos de fermentación.  
El establecimiento de  las condiciones óptimas de  fermentación es de gran relevancia 





Durante  la  fermentación  pueden  liberase  péptidos  bioactivos  a  partir  de  las  proteínas  del 







de  leche  por  L.  helveticus  ha  sido  el más  estudiado  hasta  el momento.  En  este  caso,  la  β‐
caseina es hidrolizada por la proteinasa asociada a la pared celular de L. helveticus formándose 
oligopéptidos  que  son  transportados  por  la  permeasa  OppC  al  interior  de  la  célula  donde 







Por  ejemplo,  algunos  estudios  demuestran  que  las  peptidasas  predominan  en  el  sistema 
proteolítico  de  L.  helveticus  mientras  que  las  proteinasas  asociadas  a  la  pared  celular 
predominan  en B. bifidum  (Gonzalez‐Gonzalez  y  col., 2013).  En este  sentido, B. bifidum MF 
20/5 es capaz de producir péptidos antioxidantes  (VLPVPQK) y antihipertensivos (LVYPFP) de 
mayor peso molecular a partir de caseína, mientras que L. helveticus DSM13137 genera menor 
cantidad  de  péptidos  antihipertensivos  (IPP  and  VPP)  y mayor  de  aminoácidos.  Por  ello,  la 
selección del microorganismo a emplear en el proceso de fermentación es crucial para que la 
producción  de  péptidos  bioactivos  sea  eficiente.  En  este  sentido,  L.  acidophilus  ha  sido 
seleccionado como cultivo  iniciador en  la fermentación de bebida de soja para  la producción 
de péptidos antihipertensivos. Otro estudio mostró que el empleo de L. rhamnosus NCDC24, L. 
casei  subsp.  casei  NCDC17  y  L.  paracasei  subsp.  paracasei  NCDC63  permite  maximizar  la 
producción de péptidos antioxidantes en  leche fermentada (Ramesh y col., 2012). Cuando se 
trata de producir péptidos  antihipertensivos  y  fijadores de  calcio durante  la  elaboración de 
queso  fresco  se  recomienda  la  utilización  de  cepas  de  L.  helveticus,  L.  delbrueckii  ssp. 
bulgaricus y L. casei como cultivos microbianos adjuntos (Dimitrov y col., 2015). La utilización 
de  distintas  combinaciones  de  BAL  autóctonas  aisladas  de  cereales  y  legumbres  (L. 
alimentarius 15M, L. brevis 14G, L. sanfranciscensis 7A y L. hilgardii 51B, entre otras) permite la 
liberación de péptidos antioxidantes y antihipertensivos (Coda y col., 2012).  
En  los  últimos  años,  se  han  utilizado  aproximaciones  basadas  en  la  genómica 






PepN,  PepM,  PepA  y  Pcp)  en  comparación  con  las  BAL  presentes  naturalmente  en  los 
alimentos  de  origen  vegetal,  tales  como  L.  plantarum,  O.  oeni,  y  L.  mesenteroides  que  se 
caracterizan por  carecer de proteinasas  extracelulares  (Gänzle, 2014). Por  tanto,  cuando  se 
parte de sustratos vegetales como en el caso de  las  legumbres, cereales y pseudocereales es 
necesario desarrollar nuevas estrategias para mejorar  los  rendimientos en  la producción de 
péptidos bioactivos mediante fermentación con estas especies bacterianas. En este sentido, el 







del  proceso  de  fermentación.  Por  último,  los  parámetros  que  influyen  en  la  hidrólisis  de 
proteínas (principalmente el pH y tiempo) deben ser optimizados para cada sustrato proteico y 
actividad  del  conjunto  de  enzimas  y  deben  ser  mantenidos  durante  todo  el  proceso  de 
fermentación  para  asegurar  la  eficiente  liberación  de  péptidos.  La  actividad  microbiana 




para  la mejora de  la producción de péptidos. La duración del proceso de  fermentación está 
relacionada  inversamente  con  el  tamaño  de  los  péptidos  que  se  generan,  aunque  en  la 
mayoría de los casos se alcanza un plateau a partir del cual no se produce ningún efecto en la 
actividad de los péptidos (Aluko, 2015). 
Con  todo  lo  expuesto,  hay  que  destacar  que  la  acción  combinada  de  enzimas 
proteolíticas comerciales de grado alimentario y procesos fermentativos con BAL se identifica 










derivados  de  los  ácidos  cinámico,  p‐cumárico,  cafeico  y  ferúlico  tras  este  tipo  de  hidrólisis 
(Robbins, 2003). La extracción enzimática de compuestos fenólicos representa una alternativa 
más  sostenible  y  segura,  sin  embargo,  no  es  rentable  ya  que  requiere  la  utilización  de  un 
cocktail  de  enzimas  comerciales  (amilasas,  celulasas,  xilanasas,  esterasas,  etc).  En 
contraposición,  la  fermentación  presenta  una  ventaja  significativa  frente  a  las  hidrólisis 
química  y  enzimática  por  su  rentabilidad  y  sostenibilidad.  Durante  los  procesos  de 






nuevos  compuestos  fenólicos mediante  el metabolismo  secundario  de  los microorganismos 
fermentativos (Gan y col., 2016).  
Las  enzimas  microbianas  (proteasas,  glucosidasas,  amilasas,  celulasas,  quitinasas, 
inulasas,  fitasas,  xilanasas,  tanasas,  esterasas,  invertasas  o  lipasas)  producidas  durante  la 
fermentación  pueden  desintegrar  los  componentes  macromoleculares  de  la  matriz  del 
alimento e hidrolizar glucósidos  fenólicos  facilitando su  liberación y posterior extracción. Por 
otro  lado,  las BAL pueden contribuir a  la despolimerización de compuestos  fenólicos de alto 
peso molecular  (Othman y  col., 2009) y a  su metabolismo mediante  la acción de diferentes 
rutas enzimáticas. L. plantarum es el microorganismo más utilizado en  las fermentaciones de 
alimentos  vegetales  donde  los  compuestos  fenólicos  son  abundantes.  Se  ha  descrito  la 
capacidad  de  L.  plantarum  para  metabolizar  ácidos  hidroxibenzoicos,  taninos  y  ácidos 









Enzima 1  Compuesto 2  Enzima 2  Compuesto 3     
Galoil ester  Esterasa  Ácido gálico  Descarboxilasa  Pirogalol     
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Sinapil ésteres  Esterasa  Ácido sinápico         
m‐Ácido Cumárico  Reductasa  3‐(3‐ácido hidroxifenil 
propiónico) 






L.  plantarum  ha  sido  utilizado  en  la  fermentación  de  legumbres  para  facilitar  la 
extracción/liberación y bioconversión de  los compuestos fenólicos, obteniéndose así mejoras 
en la actividad biológica del producto final. Las isoflavonas se encuentran comúnmente en las 
legumbres  como  glucósidos  de  daizdeína  y  genisteína  que  son  biológicamente  inactivos  en 
comparación  con  su  respectivas  agliconas.  Varios  estudios  han  demostrado  que  la 
fermentación  con  L.  plantarum  disminuye  la  proporción  de  isoflavonas  glucósidos/aglicona 
durante  la producción  de  bebidas de  legumbres  fermentadas  como  el  caupí  y  judía mungo 
(Dueñas  y  col.,  2004;  Landete  y  col.,  2015).  La  transformación  de  isoflavonas  durante  la 
fermentación de legumbres con L. plantarum se atribuye a la enzima β‐glucosidasa que cataliza 










se  producen  como  consecuencia  de  la  DGI  de  los  alimentos  van  a  determinar  su  valor 
nutricional y sus posibles efectos saludables. El conocimiento de  los cambios fisicoquímicos y 
bioquímicos  que  ocurren  en  los  alimentos  durante  el  proceso  de  digestión  y  los  diversos 





Recientemente,  ha  aumentado  de  forma  exponencial  el  número  de  investigaciones 
dedicadas a demostrar la eficacia de nuevos ingredientes o alimentos funcionales mediante el 
estudio  de  la  influencia  de  la  DGI  en  la  actividad  biológica  de  los  compuestos  bioactivos 
presentes.  Los  resultados  de  dichas  investigaciones  varían  dependiendo  de  los modelos  de 
digestión utilizados. Los métodos  in vivo producen  resultados más  relevantes y precisos,  sin 





éticas  (Augustin y  col., 2014). Estas  limitaciones han propiciado  la utilización de métodos  in 
vitro  consensuados  como  el método  de  digestión  estática  desarrollado  por Minekus  y  col. 
(2014),  que  simula  las  condiciones  fisiológicas  en  las  fases  oral,  gástrica  e  intestinal  de  la 




Después  de  su  administración  oral,  los  péptidos  pueden  encontrar  barreras  químicas, 
bioquímicas  y  físicas  que  pueden modificar  su  actividad  biológica.  La  hidrólisis  de  péptidos 
comienza  en  el  estómago,  cuyo  pH  ácido  permite  la  activación  de  la  pepsina,  que  actúa 
hidrolizando  enlaces  peptídicos  de  naturaleza  hidrofóbica  contribuyendo  a  la  degradación 
proteica.  La  hidrólisis  de  péptidos  continúa  en  el  intestino  delgado  debido  a  la  acción  de 
enzimas secretadas en los jugos pancreáticos (tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasas A y B, 







que  está  relacionado  con  su  estructura.  Por  ejemplo,  los  péptidos  que  incluyen  prolina  o 
hidroxiprolina  y  dipéptidos  u  oligopéptidos  con  prolina  en  el  extremo  C‐terminal  no  son 
hidrolizados por las enzimas digestivas. Éste es el caso de los lactotripéptidos antihipertensivos 
IPP y VPP (Boelsma y Kloek, 2008). Por otro lado, los péptidos se pueden hidrolizar durante la 
DGI  y  aumentar  su  actividad.  Como  ejemplo,  diferentes  secuencias  antihipertensivas  y 
antioxidantes derivadas de  las proteínas de  lenteja mostraron una actividad mayor al perder 
varios residuos después de la digestión gastrointestial in vitro (García‐Mora y col., 2017). 
Los  péptidos  se  pueden  transportar  activa  o  pasivamente  dependiendo  de  su  peso 
molecular  y  composición  de  aminoácidos.  Los  péptidos  compuestos  por  dos  o  tres 
aminoácidos  son absorbibles a  través del  transporte activo basado en el gradiente de  iones 
hidrógeno o el transportador PepT1. Por ejemplo, péptidos antihipertensivos como IF, AF, IPP 






Szłapka  y  col.,  2009).  En  las  células  epiteliales,  los  aminoácidos  pueden  hidrolizarse  por 
peptidasas intracelulares y llegar al torrente sanguíneo por difusión a través de las membranas 
basolaterales.  Por  otro  lado,  la  transcitosis  y  la  via  paracelular  se  han  sugerido  como 
mecanismos de absorción de péptidos de mayor peso molecular  (Shimizu  y  col., 1997). Por 
ello, es necesario conocer  la  influencia de  la DGI  sobre  los péptidos bioactivos y conocer  su 
potencial multifuncional frente al SMet. 
2.4.3. Compuestos fenólicos 
El  estudio  del  proceso  digestivo  de  los  compuestos  fenólicos  es  esencial  para  conocer  su 
biodisponibilidad  y  confirmar  su  actividad  biológica.  La  bioaccesibilidad  de  los  compuestos 




matriz  alimentaria. Aunque  la  susceptibilidad  de  los  compuestos  fenólicos  a  la degradación 
aumenta después de su  liberación de  la matriz alimentaria, otras  interacciones con  la fibra y 
las proteínas pueden afectar a su absorción y actividad biológica (Alminger y col., 2014).  
Varios estudios han demostrado que  las  interacciones moleculares entre  la fibra y  los 
compuestos  fenólicos  afectan  negativamente  a  su  bioaccesibilidad  (Alminger  y  col.,  2014; 
Bouayed y  col., 2011; Palafox‐Carlos y  col., 2011) ya que apenas  son  solubles en  los  fluidos 
gastrointestinales,  hecho  que  limita  su  absorción.  La  interacción  entre  fibra  y  compuestos 
fenólicos,  además,  puede  disminuir  la  actividad  antioxidante  de  estos  compuestos,  ya  sea 





digestivo  in  vitro que  simule de manera global  las  condiciones  fisiológicas gastrointestinales 
puede proporcionar información valiosa sobre la biodisponibilidad de los compuestos fenólicos 
























En  los últimos años  se está produciendo una  revalorización de  las  legumbres en  la  industria 
alimentaria por su alto contenido de compuestos bioactivos con efectos beneficiosos para  la 
salud,  como  los  péptidos  bioactivos  y  los  compuestos  fenólicos.  Sin  embargo,  existe  un 
conocimiento  muy  limitado  sobre  su  revalorización  como  ingredientes  multifuncionales  y, 
prácticamente,  no  se  han  identificado  estrategias  tecnológicas  que  permitan maximizar  la 
bioaccesibilidad  y  actividad  biológica  de  los  compuestos  bioactivos  de  legumbres.  En  este 
sentido, el desarrollo de procesos de fermentación en combinación con hidrólisis enzimática se 










e hidrólisis enzimática  con Savinasa 16  L a pH  controlado en el  contenido de péptidos y 
compuestos  fenólicos,  así  como  en  la  actividad multifuncional  frente  al  SMet  en  lenteja 
castellana.  
2. Identificación  de  los  compuestos  bioactivos  determinantes  de  la multifuncionalidad  del 
ingrediente desarrollado. 
3. Estudiar el efecto de la digestión gastrointestinal en el contenido de péptidos y compuestos 

































Publicación  1.  Contribuciones  individuales  de  Savinasa  y  Lactobacillus  plantarum  a  la 
funcionalización de la lenteja durante la fermentación alcalina a pH controlado. 
Sara  Bautista‐Expósito,  Elena  Peñas,  Montserrat  Dueñas,  José  Manuel  Silván,  Juana  Frias, 
Cristina Martínez‐Villaluenga.  Individual contributions of Savinase and Lactobacillus plantarum 
to  lentil  functionalization during alkaline pH‐controlled  fermentation.  Food Chemistry, 2018, 
257: 341‐349. 
RESUMEN 
Las  legumbres  ofrecen  la  posibilidad  de  desarrollar  alimentos multifuncionales  dirigidos  al 
control de los componentes del SMet. El objetivo de esta publicación fue estudiar el efecto de 
la  fermentación alcalina con Lactobacillus plantarum en combinación con  la enzima Savinasa 
16  L  (FLPS)  y  los  efectos  individuales  de  ambos  procesos  sobre  el  contenido  de  péptidos, 
compuestos fenólicos y bioactividad de la lenteja. La combinación de ambos tratamientos dio 
lugar a un mayor aumento en el contenido de péptidos y de ciertos flavonoides, así como en la 
actividad  antioxidante,  inhibición  de  la  enzima  convertidora  de  angiotensina  I  (ECA)  y  la 
actividad sacarasa intestinal de la fracción soluble de lenteja en comparación con cada uno de 
los tratamientos por separado. La Savinasa contribuyó a la liberación de péptidos y al aumento 
de  la  actividad  inhibidora  de  la  ECA  y  antioxidante  de  la  fracción  soluble  de  lenteja.  L. 
plantarum  contribuyó  principalmente  a  la  modificación  de  la  composición  fenólica  y  a  la 
actividad  inhibidora  de  las  α‐glucosidasas  intestinales  y  la  lipasa  pancreática.  Con  el  fin  de 
identificar  los  compuestos  bioactivos  presentes  en  la  fracción  soluble  de  lenteja  obtenida 
mediante  el  proceso  combinado  FLPS,  se  realizó  un  fraccionamiento  por  cromatografía  de 
exclusión molecular y posterior cribado de actividades biológicas para seleccionar  la  fracción 
más  activa.  En  dicha  fracción  se  identificaron  un  total  de  30  péptidos  derivados  de  las 
proteínas  convicilina,  vicilina  y  lectina  con  características  estructurales  relacionadas  con 
actividades  inhibidora de  la ECA, antioxidante e  inhibidora de  las α‐glucosidasas  intestinales. 
Por  otro  lado,  en  la  subfracción más  activa,  se  identificaron  principalmente  glucósidos  de 
kenferol  y  dímeros  de  prodelfinidina  e  isoramnetina  glucurónido  como  compuestos 
minoritarios. Finalmente, se demostró que la DGI de lenteja fermentada (LF) obtenida por FLPS 





antioxidante,  aunque  se  observaron  pérdidas  en  las  actividades  inhibidora  de  la  ECA,  α‐
glucosidasas  intestinales  y  lipasa  pancreática.  En  conclusión,  los  resultados  de  este  estudio 
demostraron que el proceso FLPS mejora el potencial multifuncional de la fracción soluble de 
la lenteja, constituyendo una estrategia efectiva para la funcionalización de esta legumbre. 
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A B S T R A C T
Legumes oﬀer the possibility to develop multifunctional foods with beneﬁts for metabolic syndrome. Our ob-
jective was to study the eﬀect of alkaline fermentation by Lactobacillus plantarum and Savinase (FLPS) as well the
individual eﬀects of both processes on peptides, phenolics and bioactivity of lentil. FLPS increased peptides and
some ﬂavonoids and enhanced antioxidant activity, inhibition of angiotensin I-converting enzyme (ACE) and
intestinal maltase activities of lentil soluble fraction. Savinase contributed to peptide release, ACE inhibitory and
antioxidant activities of lentil soluble fraction. L. plantarum aﬀected to phenolic composition, α-glucosidase and
lipase inhibitory activities. Mass spectrometry analysis of the most active fermented lentil subfraction allowed
the identiﬁcation of the main bioactive compounds. Gastrointestinal digestion of fermented lentil increased
bioaccessibility of peptides and phenolics as well as antioxidant activity. FLPS enhanced the overall healthy
potential of lentil oﬀering the possibility of its use as strategy for lentil functionalization.
1. Introduction
Unhealthy life style has raised the risk of population for non-com-
municable diseases which are the leading cause of death and disability
globally (World Health Organization, 2014). In this context, regular
physical activity and healthy diets combined with the intake of func-
tional foods may help minimizing or even preventing certain chronic
diseases (Jew, AbuMweis, & Jones, 2009). Functional foods are com-
monly designed to reach one physiological target. Nowadays, the
knowledge on the multifactorial origin of many chronic diseases pro-
vides a new framework for the development of multifunctional foods.
As a legume, lentil (Lens culinaris Medik.) provides excellent nutri-
tional quality and an array of functional compounds, including phe-
nolics (Zhang et al., 2015) and bioactive peptides (Garcia-Mora et al.,
2017). Lentil bioactive compounds are known to bind physiological
targets to aﬀect various signaling processes or regulatory functions that
can lead to health beneﬁts. For instance, lentil phenolic compounds
have demonstrated a potential health beneﬁt for lipid and glucose
homeostasis as these compounds are able to inhibit gastrointestinal
enzymes involved in carbohydrate (α-glucosidase) and lipid digestion
(pancreatic lipase) (Zhang et al., 2015). Otherwise, lentil peptides de-
rived from 11S and 7S globulins are able to bind angiotensin I-con-
verting enzyme (ACE) and scavenge reactive oxygen species (ROS) in
vitro (Garcia-Mora et al., 2017). All these studies position lentil on the
market as a promising and reliable raw material in multifunctional food
development.
Bioprocessing is a research area with potential application to exploit
the functional properties of legumes. In particular, enzymatic hydro-
lysis with food-grade alkaline serine proteases from Bacillus spp. has
been used to produce lentil and pinto bean functional hydrolysates rich
in antioxidant and ACE-inhibitory peptides and phenolic compounds
(Garcia-Mora, Peñas, Frias, & Martinez-Villaluenga, 2014; 2015). Fer-
mentation is also a well-designed biotechnology for manufacturing
functional foods (Filannino, Di Cagno, & Gobetti, 2018). Metabolic
features of lactic acid bacteria may improve the bioavailability and
bioactivity of phytochemicals and peptides with beneﬁcial con-
sequences for human health. For instance, fermentation with Lactoba-
cillus plantarum (FLP) has shown to increase free phenolic compounds
and the antioxidant and antihypertensive potential of lentil ﬂour
(Torino et al., 2013). More recently, it has been observed that common
bean fermentation by L. plantarum 299v enhances the release of pep-
tides able to bind gut enzymes including intestinal α-glucosidase,
pancreatic lipase and α-amylase (Jakubczyk, Karas, Zlotek,
Szymanovska, 2017). Combination of proteolytic microbial strains and
commercial enzymes is an alternative strategy used to functionalize
milk fermented products as reviewed by Hafeez et al. (2014); however,
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it has not been explored in legumes. Microbial and commercial enzymes
may act synergistically increasing peptide content and diversifying the
bioactivity of fermented products.
In this research, we aimed to further investigate the impact of fer-
mentation with L. plantarum CECT 748 and enzymatic hydrolysis by
Savinase 16 L (FLPS) on bioaccessibility of peptides and phenolics as
well as multifunctional properties of lentil. The individual eﬀects of FLP
and hydrolysis with Savinase (HS) were also examined to evaluate their
contribution when they are used in combination. As far as we know, a
similar quantitative approach has not been published yet and is,
therefore, one of the merits of this study. Our second objective was to
identify bioactive compounds through fractionation and bioassay-
guided selection of the most multiactive fraction. Gastrointestinal di-
gestion (GD) has been shown to modify peptide and phenolic compo-
sition of foods and as consequence their health beneﬁts (Luzardo-
Ocampo et al., 2017). As such, it is important that any bioactive peptide
or phenolic compound released by fermentation should be resistant to
GD so as to reach the physiological targets in an active form. Thus, in
this study, the impact of simulated GD on peptide and phenolic content
as well as the bioactivity of lentil soluble fraction was studied.
2. Materials and methods
2.1. Materials
Lentil seeds (Lens culinaris Medik. var. Castellana) were purchased
from Semillas Iglesias S.A. (Salamanca, Spain), milled (Moulinex,
Allençon, France), passed through a 60-mesh sieve with 0.5mm pore
size and stored at 4 °C until use. A commercial food grade protease
Savinase® 16 L (16 KNPU/g) was provided by Novozyme (Bagsvaerd,
Denmark). L. plantarum CECT 748 was purchased from the Spanish
Type Culture Collection (CECT, Valencia, Spain). MidiTrap™ G10 gel
ﬁltration columns were from GE Healthcare (Barcelona, Spain).
Enzymes used including ACE (EC 3.4.15.1), rat intestine α-glucosidase
(EC 3.2.1.20), porcine pancreatic lipase type II (EC 3.1.1.3), pepsin
from porcine gastric mucosa (EC 3.4.23.1), pancreatin from porcine
pancreas (EC 232-468-9) as well as other chemicals were purchased
from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) unless otherwise stated.
2.2. Techniques used for lentil processing
The following three processing techniques were implemented on
lentil ﬂour:
HS. Lentil ﬂour was suspended in 1.5 L of sterile tap water (143 g/L
ﬁnal concentration), equilibrated at 37 °C and the pH adjusted to 8.5
with 1M NaOH. Enzymatic hydrolysis was performed in a 3 L Bioﬂo/
Celligen 115 bioreactor (Eppendorf Iberica, Madrid, Spain) with con-
tinuous stirring (300 rpm) and the addition of Savinase (365mg/L ﬁnal
concentration) at 37 °C and pH 8.5 for 15 h.
FLP. One cryovial of L. plantarum CECT 748 was propagated using
Man Rogosa Sharpe (MRS) broth (Pronadisa, Madrid, Spain) as de-
scribed previously (Limon et al., 2015). After propagation, cells were
harvested by centrifugation at 8000×g for 10min, washed twice, and
suspended in sterile water at the minimum cell density of 8 log CFU/
mL. Fermentation was carried out in a 3 L Bioﬂo/Celligen 115 bior-
eactor (Eppendorf Iberica, Madrid, Spain) mixing 1.5 L of sterile tap
water with lentil ﬂour (143 g/L ﬁnal concentration) and L. plantarum
(2x108 CFU/L ﬁnal cell density) under stirring conditions (300 rpm) at
37 °C, pH 8.5 for 15 h.
FLPS. Starter culture was prepared as described above. L. plantarum
(2× 108 CFU/L ﬁnal cell density), Savinase (365mg/L ﬁnal con-
centration) and lentil ﬂour (143 g/L ﬁnal concentration) were used to
prepare a 1.5 L fermented ﬂour suspension in a 3 L Bioﬂo/Celligen 115
bioreactor (Eppendorf Iberica, Madrid, Spain) with a continuous speed
mixer (300 rpm) at 37 °C, pH 8.5 for 15 h.
Three independent replicates were conducted for each treatment.
Soluble fractions from all samples were obtained by centrifugation at
7500×g at 5 °C for 15min. Supernatants were stabilized by heating at
70 °C during 10min for enzymatic and microbial inactivation. Soluble
fraction from unfermented lentil ﬂour was used as control. Finally, all
samples were freeze-dried and stored under vacuum at −20 °C until
use.
2.3. Fractionation of lentil soluble fraction by size exclusion
chromatography
FLPS soluble fraction was subjected to size exclusion chromato-
graphy using MidiTrap™ G10 columns containing Sephadex G-10 in
which molecules are separated on the basis of diﬀerences in size.
Freeze-dried sample was dissolved in distilled water (20mg/mL) and
ﬁltered through 0.45 µm syringe ﬁlters. Column was equilibrated with
8mL of deionized water. A sample volume of 0.3 mL followed by 0.3mL
of deionized water were added to the column allowing entering the
packed bed completely and discarding the ﬂow-through. Elution was
carried out adding 2.5mL of deionized water to the column and col-
lecting ﬁve fractions (F1 to F5) containing 0.5 mL of eluate. Finally,
collected fractions were lyophilized and stored at−20 °C until analysis.
2.4. In vitro GD of lentil samples simulating physiological conditions
FLPS soluble fraction was subjected to a sequential gastric and
duodenal digestion according to the method described by Garcia-Mora
et al. (2014). Brieﬂy, FLPS was dissolved in simulated gastric ﬂuid
(SGF, 0.15M NaCl; pH 2.5). Samples were pre-heated for 15min at
37 °C. Then 400 µL of a solution containing 0.59% (w/v) pepsin (3640
U/mg protein) in SGF were added and the pH was adjusted to 2.5 with
0.01M HCl. Digestion was performed at 37 °C for 2 h and subsequently
stopped by increasing the pH to 7.5 with 0.1M NaOH. Gastric digest
were adjusted to pH. 6.5 with 0.01M HCl. In order to simulate a duo-
denal environment the following solutions were added: 150 µL of a bile
salt mixture containing equimolar quantities (0.125M) of sodium
taurocholate and glycodeoxycholic acid, 46 µL of 1M CaCl2, 500 µL of
0.25M Bis-Tris (pH 6.5), and 100 µL of pancreatin in SGF at pH 7.0.
Digestion was carried out at 37 °C for 2 h. Finally, pancreatin was in-
activated by heating at 80 °C for 15min.
2.5. Determination of peptide and total phenolic compounds contents
Peptide concentration was measured by Pierce Quantitative
Colorimetric Peptide Assay kit (Fisher Scientiﬁc, Madrid, Spain) in
permeates obtained by ultraﬁltration through cellulose membranes of
10 kDa pore size (Millipore, Billerica, MA, USA). Results were expressed
as mg of peptides/g of soluble fraction. Total phenolic compounds were
determined using the Folin-Ciocalteau method as previously described
(Garcia-Mora et al., 2015). The absorbance was read at 690 nm using a
Synergy HT multi-well plate reader (BioTek, Winooski, VT, USA) and
the results were expressed as mg gallic acid equivalents (GAE)/g of
soluble fraction.
2.6. Determination of individual phenolic compounds
Phenolics extraction from lentil samples was performed according
to a previously described method (Dueñas, Martínez-Villaluenga,
Limón, Peñas, & Frias, 2015). Brieﬂy, lentil soluble fractions (2 g) were
macerated in methanol:water:triﬂuoroacetic acid (80:19.9:0.1, v/v/v)
at 4 °C for 16 h. Subsequently, they were centrifuged at 4000×g and
5 °C for 20min in a Sorval RC 5B super-speed centrifuge (GMI, San
Diego, CA, USA). The extracts were concentrated at 30 °C under va-
cuum for methanol evaporation. For phenolic analysis, the dry extracts
were dissolved in 10mL of water. For puriﬁcation, an aliquot (4 mL)
was passed through a C18 Sep-Pak cartridge (Waters, Milford, MA,
USA), previously activated with 2mL of methanol followed by 3mL of
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distilled water.
Samples were analyzed using Hewlett–Packard 1100MS (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) chromatograph coupled to an HP
Chem Station (rev.A.0504) data-processing software. Double online
detection was carried out in the DAD using 280 nm and 370 nm as
preferred wavelengths. Mass spectrometer connected to the high-per-
formance liquid chromatography system via the diode array detector
cell outlet was used and detection was performed in an API 3200 Qtrap
(Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) equipped with an electro-
spray ionization source, triple quadrupole-ion trap mass analyzer and
controlled by the Analyst 5.1 software, following the method described
by Dueñas et al. (2015).
Phenolic compounds were characterized according to their UV and
mass spectra, retention time, and comparison with authentic standards
when available. For quantitative analysis, calibration curves were
prepared by injection of known concentrations of diﬀerent standard
compounds. The standards, vanillic, trans-p-coumaric acids, (+)-ca-
techin, isorhamnetin 3-O-glucoside and kaempferol 3-O-rutinoside were
obtained from Extrasynthese (Genay Cedex, France). Concentration of
hexosides and quinic derivatives of vanillic, hydroxybenzoic and p-
coumaric acids were calculated by external calibration curves of their
corresponding free acids while concentration of derivatives of iso-
rhamnetin, kaempferol and (+)-catechin were calculated by external
calibration of isorhamnetin 3-O-glucoside, kaempferol 3-O-glucoside
and (+)-catechin and prodelphinidin dimer. All samples were analyzed
in duplicate. Data were expressed as µg/g of soluble fraction.
2.7. Identiﬁcation of peptides and prediction of their biological activity
potential
The proteomic analysis was performed by ultra performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry analysis as previously
described (Garcia-Mora et al., 2017). Brieﬂy, the most active fraction
collected by size exclusion chromatography was puriﬁed using a C18
ZipTip reverse phase column (Millipore, Darmstadt, Germany) and in-
jected in the linear trap quadrupole Orbitrap Velos (Fisher Scientiﬁc,
Madrid, Spain). Peptides separated in a AcclaimPepMap C18 column
(inner diameter 75 µm, 15 cm long, 3 µm particle size) (Fisher Scien-
tiﬁc, Madrid, Spain) and eluted using a solvent gradient at a ﬂow rate of
250 nL/min on a nanoEasy ultra-performance liquid chromatography
coupled to a nanoelectrospray ion source (Fisher Scientiﬁc, Madrid,
Spain). The mobile phases used consisted of 0.1% formic acid/2%
acetonitrile in water (solvent A) and 0.1% formic acid in acetonitrile
(solvent B).
Proteome Discoverer 1.4.1.14 (Fisher Scientiﬁc, Madrid, Spain)
with MASCOT 2.3 was used to search the Lens culinaris database (NCBI
427 sequences). Database search parameters used were the following:
the cysteine carbamidomethylation and methionine oxidation were
established as ﬁxed modiﬁcations; precursor ion tolerance, 10 ppm;
fragment ion tolerance, 0.5 Da. Peptides identiﬁcation was validated
through Percolator’s algorithm using q-value≤ 0.01.
2.8. ACE inhibitory activity
Lentil samples (0.3 mg/mL ﬁnal concentration) were tested for ACE
inhibitory activity following a previously described method (Garcia-
Mora et al., 2014). Fluorescence was read every minute for 30min at
emission and excitation wavelengths of 335 and 405 nm, respectively,
in a microplate reader Synergy HT (BioTek, Winooski, VT, USA). The
results were expressed as percent inhibition relative to the negative
control having 100% enzymatic activity. All samples were analyzed in
duplicate. IC50 values (concentration of sample in mg/mL that inhibits
50% of the ACE activity) were calculated plotting the non-linear re-
gression sigmoidal dose-response curves in GraphPad Prism 4.00
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
2.9. α-Glucosidase inhibitory activity
Lentil samples (1.7 mg/mL ﬁnal concentration) were tested for α-
glucosidase inhibitory activity following a previously described method
(Vilcacundo, Martinez-Villaluenga, & Hernández-Ledesma, 2017).
Glucose concentration in the reaction mixtures was determined using
the Amplex® Red glucose/glucose oxidase assay kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Absorbance was measured using a Synergy HT
plate reader (BioTek, Winooski, VT, USA) at 560 nm. Glucose con-
centration was calculated using a linear standard curve (0–200 µM)
from a freshly prepared 400mM stock solution. All samples were ana-
lyzed in duplicate. Percent inhibition of sucrase and maltase activity of
intestinal α-glucosidase in the presence of lentil samples was calculated
relative to the negative control having 100% enzyme activity.
2.10. Lipase inhibitory activity
The ability of the fractions to inhibit porcine pancreatic lipase was
evaluated using a previously reported method (Kim et al., 2010). Lipase
activity was determined by measuring the hydrolysis of p-nitrophenyl
butyrate to p-nitrophenol at 405 nm using a microplate reader Synergy
HT (BioTek, Winooski, VT, USA). All samples were analyzed in dupli-
cate. Percent inhibition of lipase activity in the presence of lentil
samples was calculated relative to the negative control having 100%
enzyme activity.
2.11. Oxygen radical absorbance capacity
Radical scavenging activity of lentil samples was evaluated by
ﬂuorescence following the oxygen radical absorbance capacity (ORAC)
assay described previously (Garcia-Mora et al., 2017). Brieﬂy, fresh
soluble fractions from all lentil samples were obtained after treatment
by centrifugation at 7500×g at 5 °C for 15min. Supernatants were
stabilized by heating at 70 °C during 10min for enzymatic inactivation.
Samples were tested using diﬀerent dilution factors (50, 100 and 200).
Fluorescence was measured in a Synergy HT microplate reader (BioTek,
Winooski, VT, USA) at emission and excitation wavelengths of 520 nm
and 485 nm, respectively. A Trolox standard curve with a linear con-
centration range (0–160 µM) was prepared from a freshly made 1mM
stock solution. All samples were analyzed in duplicate. Results were
expressed as mM of Trolox equivalents (TE)/g of soluble fraction.
2.12. Protective eﬀect on intracellular ROS generation
Murine macrophage cell line RAW 264.7 (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, USA) were maintained in Dulbecco’s mod-
iﬁed Eagles’s medium (Lonza, Madrid, Spain) supplemented with 10%
fetal bovine serum (Lonza, Madrid, Spain) and 1% penicillin/strepto-
mycin (5000 U/mL) (Lonza, Madrid, Spain) at 37 °C in a humidiﬁed
incubator containing 5% CO2 and 95% air. Cell viability was de-
termined using Cell titer 96 Aqueous One Solution assay kit (Promega,
Madison, WI, USA). A non-toxic and realistic physiological dose of
100 µg/mL (Supplemental Fig. S1) was used to examine the potential
protective eﬀect of lentil samples. Intracellular ROS were quantiﬁed by
the dichloroﬂuorescein assay as previously described (Martin, Cordero-
Herrera, Bravo, Ramos & Goya, 2014). Macrophages (2x105 cells/well)
were pre-treated with lentil samples (0.1 mg/mL ﬁnal concentration)
dissolved in serum-free medium for 20 h. Cells were washed with
phosphate buﬀer saline (PBS) and incubated with 20 μM 2,7-dichloro-
ﬂuorescin diacetate (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) for 30min. After
that, cells were washed with PBS and treated with serum-free medium
containing 2.5 mM tert-butyl hydroperoxide (t-BOOH) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain). ROS production was monitored for 3 h by ﬂuorescence
at an excitation and emission wavelengths of 485 nm and 530 nm, re-
spectively using a Synergy HT plate reader (BioTek, Winooski, VT,
USA). Control cells with and without t-BOOH treatment were used as
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positive and negative controls, respectively. All samples were analyzed
in duplicate. The results were expressed as percentage inhibition of ROS
generation relative to t-BOOH-stressed cells.
2.13. Statistical analysis
Experimental data represent the mean and standard deviation of
three replicates analyzed in duplicate. Statistical signiﬁcance of the
data was tested by one-way analysis of variance, followed by the
Duncan test to compare the means that showed signiﬁcant variation
(p < 0.05); all of the statistical analyses were performed using
Statgraphics Plus software, version 5.1 (Statistical Graphics
Corporation, Rockville, MD, USA).
3. Results and discussion
3.1. Eﬀect of processing on peptide, total and individual phenolic
concentration of lentil bioaccessible (soluble) fraction
As compared among treatments, HS and FLPS soluble fractions
showed signiﬁcantly higher peptide concentrations than FLP (Table 1),
which indicates that generation of peptides in FLPS is mainly attributed
to Savinase protease activity. Our results are consistent with previous
studies showing Savinase as one of the most eﬃcient commercial en-
zymes to hydrolyze lentil proteins (Garcia-Mora et al., 2014). L. plan-
tarum CECT 748 was also able to release peptides from lentil proteins at
alkaline pH although in a lesser extent than Savinase. In consistency
with our results, recent studies have demonstrated that L. plantarum
strains are able to release peptides from diﬀerent legume protein
sources (Singh & Vij, 2017; Jakubczyk, Karas, Zlotek, & Szymanowska,
2017). L. plantarum genome does not encode the extracellular protease
Prt that is involved in primary breakdown of proteins (Kleerebezem
et al., 2003). However, it has uptake systems for peptides (Opp and Dtp)
and produces intracellular peptidases of diﬀerent speciﬁcity. Therefore,
generation of peptides in FLP could has been caused by the action of L.
plantarum CECT 748 peptidases.
Prior to lentil treatment, Hydroxycinnamic and hydroxybenzoic
acids were found as minor soluble phenolic compounds in lentil (8%
and 1% of total soluble phenolics, respectively) while ﬂavonoids were
the most prominent phenolic group (Table 1). Flavonols (kaempferol
aglycone and glucosides as well as isorhamnetin glucuronide) ac-
counted for 76% of the total soluble phenolics, being kaempferol
dirutinoside the most abundant compound. (+)-Catechin-3-O-glucoside
was the main ﬂavan-3-ol found in the soluble fraction followed by
prodelphinidin dimer and (+)-catechin. Phenolic composition of non-
processed lentil was consistent with the phenolic proﬁles of the lentil
ﬂour (Supplemental Table S1) and previous reported results for 20
Canadian lentil cultivars in which ﬂavonoid glycosides, mainly
kaempferol glycosides, are the major extractable phenolics of lentils
and in much lower amounts p-coumaric and p-hydroxybenzoic acids
(Zhang et al., 2015). Sum of concentrations of all phenolic compounds
detected in control lentil was 1320.12 µg/g of soluble fraction.
After lentil processing, signiﬁcant qualitative and quantitative dif-
ferences were observed in the total and individual phenolic content of
lentil soluble fraction (Table 1). It was observed that the sum of all
identiﬁed phenolic compounds was signiﬁcantly lower in HS and FLP
compared to control (p < 0.05). Hydroxycinnamic and hydro-
xybenzoic acids became undetectable in HS that was composed mainly
by ﬂavonols and ﬂavan-3-ols. This ﬁnding does not agree with our re-
cent study where we have shown that the combined action of protease
and esterase activities of Savinase increased the bioaccessibility of
phenolic compounds that were bound to polysaccharides and proteins
in pinto bean (Garcia-Mora et al., 2015). This could be explained by
lower time of hydrolysis (5h vs 15 h used in the present work), and
hence, lower phenolic compounds degradation in alkaline conditions.
For instance, the stability of catechins is pH-dependent; they are very
unstable in alkaline solutions diminishing their content by 70–80% at
pH 7.4 within 60min (Hur, Lee, Kim, Choi, & Kim, 2014). Similarly,
lentil fermentation in alkaline conditions generally decreased in-
dividual phenolic concentrations, although for certain compounds si-
milar or increased concentrations were observed. In particular, fer-
mentation did not aﬀect p-coumaroyl malic acid concentration;
however, signiﬁcantly higher concentrations of p-hydroxybenzoic and
vanillic acids, isorhamnetin glucuronide and kaempferol dirutinoside
were found in FLP (p < 0.05). Microbial metabolism of L. plantarum
CECT 748 was responsible for the changes observed in the phenolic
proﬁles of lentil soluble fraction. L. plantarum produces carbohy-
drolases, β-glucosidases and a wide range of esterases which are highly
speciﬁc and eﬀective in releasing bound phenolic compounds that are
cross-linked to plant cell wall matrix (Esteban-Torres, Reverón,
Santamaría, de las Rivas, & Muñoz, 2015). Therefore, the increased
bioaccessibility of p-hydroxybenzoic and vanillic acids, isorhamnetin
glucuronide and kaempferol dirutinoside in FLP could be due to mi-
crobial enzymatic activities. Free p-coumaric acids may be
Table 1
Peptides, individual and total phenolic compounds of bioaccessible (soluble) fraction from control and bioprocessed lentil ﬂour (HS, FLP, FLPS).
Compounds Control HS FLP FLPS
Peptides (mg/g) 63.06 ± 2.81a 230.60 ± 8.02c 99.62 ± 4.10b 229.99 ± 8.06c
Individual phenolic compounds
Dimer prodelphinidin (GC-C) (µg/g) 111.70 ± 10.53b 14.13 ± 0.59a 16.23 ± 0.17a 10.85 ± 2.70a
(+)-catechin-3-O-glucoside (µg/g) 267.33 ± 3.98c 62.71 ± 5.13b 12.55 ± 1.93a 16.11 ± 0.80a
trans-p-coumaric acid derivative (µg/g) 24.23 ± 0.27c nda 2.23 ± 0.16b 3.35 ± 1.23b
(+)-catechin (µg/g) 41.10 ± 3.25c 8.79 ± 0.22a 12.61 ± 1.37b 17.96 ± 1.85b
trans-p-coumaroyl malic acid (µg/g) 14.18 ± 0.56c nda 14.37 ± 0.99c 11.93 ± 1.32b
p-hydroxybenzoic acid (µg/g) 7.71 ± 0.86b nda 22.29 ± 0.43c 48.40 ± 1.01d
trans-p-coumaroyl glycolic acid (µg/g) 25.71 ± 2.88d nda 8.27 ± 1.09b 14.82 ± 1.15c
Vanillic acid (µg/g) 2.66 ± 0.73b nda 14.91 ± 0.63c 16.17 ± 1.52d
Kaempferol dirutinoside (µg/g) 631.29 ± 38.14b 328.99 ± 8.42a 677.91 ± 21.62c 609.39 ± 52.85b
Kaempferol rutinoside-hexoside (µg/g) 62.04 ± 1.24c 19.33 ± 0.84a 45.81 ± 1.81b 45.04 ± 1.45b
Isorhamnetin glucuronide (µg/g) 30.90 ± 4.14a 27.13 ± 0.96a 43.78 ± 0.40b 30.90 ± 4.29a
trans-p-coumaric acid (µg/g) 41.61 ± 1.43c nda 2.99 ± 0.31b 4.17 ± 1.15b
Kaempferol rutinoside-rhamnoside (I) (µg/g) 42.11 ± 0.29d 1.55 ± 0.35a 23.78 ± 1.21b 26.39 ± 0.69c
Kaempferol rutinoside-rhamnoside (II) (µg/g) 8.65 ± 1.19b 3.52 ± 0.58a 14.44 ± 0.77c 13.93 ± 2.61c
Kaempferol (µg/g) 8.90 ± 1.49c nda 2.81 ± 0.10b 10.54 ± 2.18c
Total identiﬁed phenolics (µg/g) 1320.12 ± 170.35c 466.15 ± 21.20a 914.96 ± 24.21b 879.93 ± 60.49b
Data are the mean ± standard deviation of three replicates analyzed in duplicate. Diﬀerent lowercase letters indicate statistical diﬀerences among treatments (p < 0.05. Duncan’s test).
HS= alkaline enzymatic hydrolysis with Savinase 16 L; FLP= alkaline fermentation with L. plantarum CECT 748; FLPS= alkaline fermentation with L. plantarum CECT 748 and
enzymatic hydrolysis with Savinase 16 L; GC-C: gallocatechin-catechin; nd: not detected.
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decarboxylated or reduced by L. plantarum phenolic acid decarbox-
ylases or reductases to the corresponding phenol or vinyl derivatives
(Filannino, Di Cagno, & Gobbetti, 2018). Therefore, these microbial
metabolic pathways could explain the reduction of soluble p-hydro-
xycinnamic compounds in FLP. On the other hand, microbial metabo-
lism along with alkaline-induced degradation could explain the lower
content of some ﬂavonoid compounds such as (+)-catechin and
(+)-catechin-3-O-glucoside (Hur et al., 2014).
Sum of concentrations of all phenolic compounds identiﬁed in FLPS
(879.93 µg/g) was lower than in control. Combined enzymatic hydro-
lysis and fermentation reduced individual concentration of some phe-
nolic compounds (p < 0.05). Conversely, p-hydroxybenzoic acid, va-
nillic acid and kaempferol rutinoside-rhamnoside II concentrations
signiﬁcantly increased (p < 0.05). On the other hand, there were no
signiﬁcant diﬀerences in kaempferol dirutinoside, isorhamnetine glu-
curonide and kaempferol concentrations in the soluble fraction of FLPS
compared to control (p > 0.05). As explained above, phenolic com-
position of FLPS may be attributed to L. plantarum CECT 784 metabo-
lism, protease and esterase activities of Savinase as well as alkaline-
induced degradation (Hur et al., 2014; Garcia-Mora et al., 2015;
Filannino et al., 2018). As compared among treatments, individual
phenolics concentrations of FLPS were closer to FLP and sums of con-
centrations of all identiﬁed compounds were not signiﬁcantly diﬀerent
(p > 0.05). Therefore, we may assume that L. plantarum metabolism
was the main contributor to the phenolic proﬁles of FPLS.
3.2. Eﬀect of processing on biological activity of lentil bioaccesible (soluble)
fraction
This research objectively evaluated whether combined fermentation
and enzymatic hydrolysis enhance the potential health beneﬁts of lentil
bioaccessible fraction. Moreover, results in Table 2 facilitate examina-
tion of the individual eﬀects of HS and FLP on enzyme inhibition
abilities (ACE, α-glucosidase and lipase inhibitory) and antioxidant
activity of lentil soluble fraction. In order to elucidate the mechanisms
by which changes in the biological activities of lentil soluble fraction
have occurred, comparisons of FLPS to HS and FLP were performed and
attributed to peptide content and phenolic proﬁles.
ACE inhibition through dietary compounds has been proven as an
eﬃcient strategy to reduce blood pressure in vivo, which constitutes a
key point to prevent or delay the cardiovascular disease risk of hy-
pertension (Lee & Hur, 2017). ACE inhibitory activity of bioaccessible
fraction at 0.5mg/mL was improved in HS, FLP and FLPS from un-
detectable (in control sample) to 61.5–85.3% inhibition (p < 0.05).
FLPS showed the lowest IC50 value (IC50= 0.14mg/mL), followed by
HS (IC50= 0.18mg/mL) and FLP (IC50= 0.29mg/mL), suggesting that
combination of fermentation and enzymatic hydrolysis enhanced in-
hibition of ACE. Moreover, ACE inhibitory activity of FLPS was found
higher than reported values for legumes fermented with L. plantarum
strains (IC50= 0.19–0.53mg/mL) (Singh & Vij, 2017; Jakubczyk et al.,
2017; Torino et al., 2013) and within the range (IC50= 0.08–0.3mg/
mL) of reported values for lentil hydrolysates produced by commercial
proteases (Garcia-Mora et al., 2014). As compared by the IC50 values of
the diﬀerent lentil treatments, it may be indicated that Savinase was the
main contributor to the ACE inhibitory activity of FLPS. Our earlier
studies have demonstrated the suitability of Savinase compared to other
commercial enzymes to produce lentil hydrolysates with a high yield of
ACE inhibitory peptides (Garcia-Mora et al., 2014). This higher eﬃ-
ciency of Savinase to generate ACE inhibitory peptides has been at-
tributed to its speciﬁcity for aromatic and hydrophobic residues at
position P1 (Garcia-Mora et al., 2017). As determined by the IC50 value
of FLP, L. plantarum could also be contributing to the ACE inhibitory
activity of FLPS through generation of ACE inhibitory peptides as re-
ported previously in fermented legumes (Torino et al., 2013; Singh &
Vij, 2017; Jakubczyk et al., 2017). Phenolic acids and ﬂavonoids have
proven to inhibit ACE activity in vitro, although this biological eﬀect has
been shown at supra-physiological concentrations (IC50 ranging from
0.23 to 9.30mM) (Al Shukor et al., 2013). These results along with the
absence of evidence in the literature of associations between ACE in-
hibitory activity of fermented foods and changes in the phenolic pro-
ﬁles, suggest that generation of peptides by L. plantarum and Savinase is
the only mechanism for the improvement of ACE inhibitory activity
observed in FLPS.
Small intestinal α-glucosidases, maltase-glucoamylase (MGAM) and
sucrase-isomaltase (SI), break down disaccharides and glucose oligo-
mers, releasing glucose for the enterocyte uptake. These enzymes have
two homologous functional units on the respective C- and N-terminal
(Ct and Nt, respectively) of their original protein that diﬀer in substrate
speciﬁcity (Gericke, Schecker, Amiri, & Naim, 2017). In MGAM, Ct has
a higher speciﬁcity for glucose oligomers while Nt has been ascribed as
the maltase subunit. Ct-SI and Nt-SI subunits display distinctive sucrase
and isomaltase activities, respectively. It is a fact that the inhibition of
the intestinal α-glucosidases may have multiple positive health im-
plications related to control of the glycemic response proﬁle of starchy
foods and perhaps eliciting the ileal break and gut-brain axis response
to reduce appetite and food intake (Simsek et al., 2015). One
achievement of our study is that inhibitory eﬀect of lentil soluble
fraction was investigated for both sucrase and maltase activities of in-
testinal rat α-glucosidases unlike most previous works. This methodo-
logical approach was adequate to allow measurement of selective
Table 2
Biological activity of bioaccessible (soluble) fraction from control and processed lentil (HS, FLP and FLPS) including i) lung ACE-inhibitory activity expressed as percentage of inhibition
relative to the assay control and IC50 in mg/mL; ii) intestinal α-glucosidase inhibitory activity expressed as percentage inhibition of sucrase and maltase activities relative to the assay
control; iii) pancreatic lipase inhibition expressed as percentage inhibition relative to the assay control; iv) ORAC expressed in mM TE/g; and v) chemoprotective activity against
oxidative stress expressed as percentage reduction of ROS generation relative to t-BOOH-stressed RAW 264.7 macrophages.
Biological activity Lentil treatment
Control HS FLP FLPS
ACE inhibition (%) nd 76.54 ± 0.94b 61.48 ± 5.89a 85.35 ± 2.36c
ACE inhibition (IC50, mg/mL) 1.10 ± 0.26b 0.18 ± 0.01a,§ 0.29 ± 0.02a 0.14 ± 0.01a,*
α-glucosidase inhibition (%)
Sucrase activity 81.11 ± 5.02d 19.83 ± 0.15a 31.73 ± 1.33b 53.24 ± 8.72c
Maltase activity 29.99 ± 1.40b 37.82 ± 2.10c 22.09 ± 2.86a 38.06 ± 0.17c
Lipase inhibition (%) 90.46 ± 6.50d 9.96 ± 4.98a 44.46 ± 0.64c 39.67 ± 3.64b
ORAC (mM TE/g) 302.69 ± 25.58b 384.46 ± 22.70c 260.11 ± 23.60a 508.78 ± 48.14d
Inhibition of ROS generation (%) 17.60 ± 1.13a 42.32 ± 2.42bc 49.53 ± 4.56c 40.13 ± 2.48b
Data are the mean ± standard deviation of three replicates analyzed in duplicate. Diﬀerent lowercase letters indicate statistical diﬀerences among experimental groups (p < 0.05.
Duncan’s test). *Signiﬁcantly lower than FLP and HS (p < 0.05). Signiﬁcantly lower than FLP (p < 0.05). HS= alkaline enzymatic hydrolysis with Savinase 16 L; FLP= alkaline
fermentation with L. plantarum CECT 748; FLPS= alkaline fermentation with L. plantarum CECT 748 and enzymatic hydrolysis with Savinase 16 L; ACE: Angiotensin I converting enzyme;
ORAC: oxygen radical absorbance capacity; ROS: radical oxygen species. nd: not detected.
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inhibition of individual α-glucosidases. Lentil soluble fraction at 1mg/
mL strongly inhibited sucrase (81.11%) and maltase (29.99%) activities
(Table 2). Lentil phenolic compounds, especially kaempferol and
quercetin glycosides, were described as good inhibitors of intestinal α-
glucosidases (Zhang et al., 2015). Interestingly, lentil soluble fraction
inhibited more potently sucrase than maltase activity, which suggests a
selective inhibition mode of lentil soluble fraction. Consistently with
our ﬁndings, Simsek, Quezada-Calvillo, Feruzzi, Nichols, and Hamaker
(2015) demonstrated that individual phenolic compounds are selective
inhibitors of individual mucosal α-glucosidase subunits. For instance,
(+)-catechin, a phenolic compound detected in lentil soluble extracts,
inhibited more potently SI than MGAM subunits which is consistent
with our results (Simsek et al., 2015). Lentil treatment reduced sig-
niﬁcantly the sucrase inhibitory activity of the soluble fraction (Table 2,
p < 0.05). Signiﬁcant losses of some phenolic compounds during HS,
FLP and FLPS may explain the decrease in sucrase inhibitory activity of
lentil soluble fractions. Conversely, HS and FLPS showed a higher in-
hibition of maltose digestion than control; however, in FLP maltase
inhibitory activity was signiﬁcantly reduced (p < 0.05). Among
treatments, FLPS showed a better hypoglycemic potential through in-
hibition of digestion of both maltose and sucrose compared to HS and
FLP. As compared by the percentages of inhibition, it seems that both
Savinase and L. plantarum were contributors to the maltase inhibitory
activity of FLPS while Savinase was mainly contributing to the sucrase
inhibitory activity of FLPS. Taking into account that legume peptides
have been described as inhibitors of α-glucosidases (Mojica, Luna-Vital,
& de Mejia, 2017; Jakubczyk et al., 2017), and that Savinase con-
tributed to the release of peptides rather than phenolics in the present
study, we may assume that besides phenolics, peptides could be also
responsible for the α-glucosidase inhibitory activity of FLPS. Although
we have not studied further the FLPS process, these initial ﬁndings
related to the selective inhibition of small intestine α-glucosidases by
lentil peptides and phenolics justify additional studies.
Inhibition of pancreatic lipase through dietary compounds has also
been proposed to have a positive health impact to control hyperlipi-
daemia and weight gain through suppression and delay of triglyceride
digestion and absorption (Finer, James, Kopelman, Lean, & Williams,
2000). Lentil soluble fraction showed a potent pancreatic lipase in-
hibitory activity at 2mg/mL (90.46% inhibition, IC50< 2mg/mL,
Table 2). This eﬀect was mainly attributed to phenolic compounds,
being kaempferol glycosides and aglycones the most potent inhibitors
followed by quercetin arabinoside and aglycone (Zhang et al., 2015).
After lentil treatment, a signiﬁcant loss of lipase inhibitory activity was
observed in the soluble fraction (p < 0.05). In the present study, a
correlation analysis indicated a strong positive association (r= 0.998,
p < 0.05) between total content of kaempferol glycosides and agly-
cones and lipase inhibitory activity of lentil soluble fractions. This
ﬁnding indicated that decrease of lipase inhibitory activity of lentil
soluble fractions was likely due to degradation of kaempferols during
bioprocessing. Lipase inhibitory activity decreased with lentil treatment
as follows: HS > FLPS > FLP, suggesting that FLP preserve in a
greater extent than Savinase the lipase inhibitory activity of lentil. In
contrast with the results obtained for other bioactive compounds, our
ﬁndings indicate that FPLS did not enhance the potential of lentil to
control hyperlipidemia and weight gain through pancreatic lipase in-
hibition.
Oxidative stress has been involved in diﬀerent pathologies, in-
cluding metabolic syndrome and numerous cardiovascular diseases.
The antioxidant and chemopreventive eﬀects of lentil after bioproces-
sing was investigated by chemical (ORAC method) and cellular assays
using the RAW 264.7 macrophage cell line. The ORAC values of lentil
soluble fraction were within the range of previously reported values for
diﬀerent legumes (Zhang et al., 2015, Singh & Vij, 2017). Phenolic
compounds display antioxidant activity although low correlations pre-
viously found between ORAC values and total phenolic compounds and
ﬂavonoid content indicate that these compounds are not the only
antioxidants in lentil (Zhang et al., 2015). FLPS was shown to be ap-
proximately two times more eﬀective for increasing the peroxyl
scavenging activity of lentil soluble fraction than HS and FLP
(p < 0.05), therefore, combination of both bioprocesses may synergi-
cally generate antioxidant compounds acting as radical scavengers
through hydrogen donating mechanisms. We have observed that HS
increased signiﬁcantly ORAC values of lentil soluble fraction as op-
posed to FLP that showed a lower antioxidant activity compared to
control (p < 0.05). These results indicated that Savinase could be
contributing in a greater extent to the antioxidant activity of FLPS.
Savinase hydrolysis has previously shown to enhance ORAC values of
lentil due to generation of small peptides able to donate hydrogen
atoms (Garcia-Mora et al., 2014; 2015). Similarly, FLP has demon-
strated to enhance ORAC in diﬀerent legumes due to bioconversion of
native phenolics (Torino et al., 2013; Limon et al., 2015).
To test the cytoprotective eﬀect of lentil soluble fractions in stressful
conditions, a model of oxidative stress induced by a potent pro-oxidant
was established based on previous studies (Lv et al., 2017). t-BOOH can
induce cell damage, mainly by overproduction of ROS, inhibiting cell
viability and inducing cell apoptosis. Before starting the study, diﬀerent
t-BOOH concentrations were tested to assure that toxicity by oxidative
stress on RAW 264.7 macrophages was produced. Results show that
concentrations over 2.5mM evoke signiﬁcant cell damage and over
50% cell death (Supplemental Fig. S2). Interestingly, cell pretreatment
with lentil soluble fraction signiﬁcantly reduced ROS overproduction
induced by t-BOOH (p < 0.05). As with our results, Xuan et al. (2013)
demonstrated that lentil extracts can attenuate Angiotensin II-induced
cardiomyocytes hypertrophy via decreasing ROS levels. In this study,
antioxidant eﬀect of lentil extracts against angiotensin II-induced oxi-
dative stress were attributed to phenolic compounds which provide
parallel protection by ROS quenching and activation of cell antioxidant
defense system. Our results indicated that all treatments were eﬀective
to enhance the protective eﬀects of lentil against oxidative stress
(Table 2). The highest chemopreventive potential was found in FLP
nearly followed by HS and FLPS. Unlike ORAC data, it was not found a
clear synergistic eﬀect of Savinase and L. plantarum combination on
inhibition of cellular oxidative stress. The eﬀects of fermentation or
enzymatic hydrolysis on the chemopreventive potential of lentil on a
cellular model of oxidative stress has not been investigated so far. Al-
though we observed signiﬁcant losses in native phenolic compounds
from hydrolysis and fermentation in alkaline conditions these compo-
sitional changes did not aﬀect the chemopreventive potential of lentil
against oxidative stress. These ﬁndings led us to believe that other as
yet unidentiﬁed compounds contribute to the observed biological ac-
tivity. Upon examining the literature it is possible that microbial me-
tabolites, peptides, or new compounds formed by condensation and
oxidation reactions occurring during enzymatic and/or fermentation
could be responsible for the observed eﬀects (Filannino et al., 2018;
Hur et al., 2014).
3.3. Bioactivity-guided selection of most active subfractions from FLPS
To identify and characterize the bioactive compounds released
during FLPS, fractionation of soluble fraction was performed to obtain
ﬁve subfractions (F1-F5) that were screened for their total peptide and
phenolic contents as well as their health-promoting potential (Table 3).
Fractions showed diﬀerent peptide and phenolic composition and
bioactive proﬁle. All the bioactivities tested were found in all fractions
with the exception of F3, F4 and F5 in which lipase inhibitory activity
was not detected. Comparing the bioactivity data, there were two main
outstanding fractions: F1 and F5. Fraction F1, composed by 56% pep-
tides and 5% phenolics, had the highest ACE and lipase inhibitory ac-
tivities and antioxidant potential measured as inhibition of ROS gen-
eration in t-BOOH challenged RAW 264.7 macrophages. Moreover, F1
inhibited noticeably maltose digestion by intestinal α-glucosidase and
showed a high antioxidant value measured as ORAC. Fraction F5 made
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up of 91% peptides and 10% phenolics showed the highest α-glucosi-
dase inhibitory activity and ORAC. In contrast, F5 showed the weakest
inhibition for ROS generation in t-BOOH-induced RAW 264.7 macro-
phages and inhibition of pancreatic lipase activity was not detected.
Therefore, F1 was selected based on its multifunctional activity for
characterization of bioactive peptides and phenolics.
3.4. Composition of FPLS active fraction
To gain insight into bioactive compounds contributing to multi-
functional activity of FLPS, peptide and phenolic proﬁles of subfraction
F1 were analyzed.
3.4.1. Peptide proﬁle
Most abundant peptides in subfraction F1 are presented in Table 4.
A total of 30 fragments with molecular masses within the range of 1100
to 3200 Da were identiﬁed. These peptides derived from the major
lentil proteins: convicilin, vicilin (allergen Len c 1.0101 and 1.0102)
and lectin. Some peptides showed a good potential as ACE-inhibitory
and antioxidant peptides. We identiﬁed three previously reported
peptides (DLAIPVNNPGQLESF, LVNEGKGNLELVGF and EITPEKNPQL-
QDLDIF) with dual antioxidant and ACE-inhibitory activities (Garcia-
Mora et al., 2017). Upon examination of amino acid sequences, many of
the lentil peptides in Table 4 contained aromatic (phenylalanine), hy-
drophobic (valine, leucine, glycine, proline, phenylalanine) and posi-
tively charged amino acids (arginine and histidine) in the Ct-tripeptide
which has been described as determinant residues for ACE inhibitory
activity. Moreover, amino acid sequences containing proline, histidine
or tyrosine within the sequence and Nt and/or Ct hydrophobic amino
acids are determinant for antioxidant activity (Li & Li, 2013). These
structural features were found in most of the peptides collected in
Table 4. Antioxidant activity of histidine residues is due to hydrogen-
donating and radical-trapping mechanisms, tyrosine residues can do-
nate hydrogen to reduce free radicals and hydrophobic amino acids
may increase interaction between peptides and fatty acids radicals (Li &
Li, 2013). Legume derived peptides are emerging as promising α-
Table 3
Peptides content, total phenolic content, ACE-inhibitory, α-glucosidase inhibitory, lipase-inhibitory and antioxidant activities of ﬁve FLPS subfractions collected by size exclusion
chromatography (F1-F5).
F1 F2 F3 F4 F5
Peptides (mg/g) 560.26 ± 27.20c 274.67 ± 19.19b 231.59 ± 13.18a 534.67 ± 41.01c 918.08 ± 35.90d
Phenolics (mg GAE/g) 50.48 ± 1.71b 36.77 ± 2.47a 61.15 ± 2.00c 84.58 ± 7.12d 106.03 ± 10.47e
ACE inhibition (%) 88.21 ± 6.78e 30.81 ± 2.27b 23.34 ± 2.41a 44.88 ± 2.87c 51.38 ± 3.79d
α-glucosidase inhibition (%)
Sucrase activity nd nd 14.95 ± 0.44a 18.61 ± 1.76a 23.81 ± 1.46b
Maltase activity 39.56 ± 5.37a 50.68 ± 0.72b 52.30 ± 0.72b 52.50 ± 3.55b 59.43 ± 1.07c
Lipase inhibition (%) 40.27 ± 4.49a 34.06 ± 4.50a nd nd nd
ORAC (mM TE/g) 497.77 ± 24.97b 305.70 ± 6.99a 338.19 ± 13.69a 528.45 ± 43.07b 592.67 ± 46.06c
Inhibition of ROS generation (%) 45.36 ± 1.74b 46.69 ± 2.60b 22.68 ± 4.98a 39.43 ± 4.98b 26.33 ± 1.95a
Data are the mean ± standard deviation of three replicates analyzed in duplicate. Diﬀerent lowercase letters indicate statistical diﬀerences among fractions (p < 0.05. Duncan’s test).
FLPS= alkaline fermentation with L. plantarum CECT 748 and enzymatic hydrolysis with Savinase 16 L; GAE: gallic acid equivalents; ACE: Angiotensin I converting enzyme; ORAC:
oxygen radical absorbance capacity; ROS: radical oxygen species; nd: not detected.
Table 4
Most abundant peptides identiﬁed in subfraction F1 collected by size exclusion chromatography of lentil bioaccessible (soluble) fraction from FLPS.
Protein accessions Sequence Parent proteins MH+ (Da)
7688242 SGREKWERKEDEEKVVEEEEGEWRGS Convicilin 3192.47
29539109 FNTEYEEIEKVLLEEQ Allergen Len c 1.0101 2012.96
29539109 FNTEYEEIEKVLL Allergen Len c 1.0101 1626.82
29539109 FNTEYEEIEKVLLEEQEQKSQ Allergen Len c 1.0101 2613.25
29539111 FNTDYEEIEKVLL Allergen Len c 1.0102 1612.80
29539109 FNTEYEEIEKVLLE Allergen Len c 1.0101 1755.86
29539109 NTEYEEIEKVLL Allergen Len c 1.0101 1479.75
29539111 NTDYEEIEKVLL Allergen Len c 1.0102 1465.74
26800840; 62910855; 7428789 KDVVPEWVRIGFS Lectin, Lectin precursor 1531.82
29539109;29539111 NLERGDTIKLPA Allergen Len c 1.0101 and c 1.0102 1326.74
29539111 FNTDYEEIEKVLLEDQEQEPQHR Allergen Len c 1.0102 2889.34
7688242 LNTKYDTIEKVLLEEQENEPH Convicilin 2542.26
29539111 DLAIPVNNPGQLESF Allergen Len c 1.0102 1613.81
7688242 LVNPDDEEDLRVVDF Convicilin 1774.84
7688242 SLNTKYDTIEKVLLEEQENEPH Convicilin 2629.29
29539109; 29539111 YEEIEKVLL Allergen Len c 1.0101 and c 1.0102 1135.62
29539111 FNTDYEEIEKVLLEDQEQEPQHRR Allergen Len c 1.0102 3045.44
29539109 FNTEYEEIEKVL Allergen Len c 1.0101 1513.74
7688242 TKYDTIEKVLLEEQENEPH Convicilin 2315.13
29539111 FNTDYEEIEKVLLEDQEQEPQHRRS Allergen Len c 1.0102 3132.47
29539109 FNTEYEEIEKVLLEEQEQKSQH Allergen Len c 1.0101 2750.31
29539109;29539111 EITPEKNPQLQDLDIF Allergen Len c 1.0101 and c 1.0102 1899.96
7688242 LVNEGKGNLELVGF Convicilin 1488.80
26800840;62910855;7428789 KDVVPEWVRIGFSA Lectin, Lectin precursor 1602.86
164512514;7688242 REQSPGQWRPSHGKEEDEEEKEQKEAQ Convicilin 3251.49
29539109 NTEYEEIEKVLLEEQEQKSQ Allergen Len c 1.0101 2466.17
29539109 FNTEYEEIEKVLLEEQEQK Allergen Len c 1.0101 2398.16
164512514;7688242 EDEEKVVEEEEGEWRGS Convicilin 2035.87
29539109;29539111 KFGKFFEITPEKNPQLQ Allergen Len c 1.0101 and c 1.0102 2051.09
26800840;62910855;7428789 KDVVPEWVRIGF Lectin, Lectin precursor 1444.79
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glucosidase inhibitors for the treatment of type 2 diabetes (Mojica,
Luna-Vital, & González de Mejía, 2017). Typical structural features of
food-derived peptides for high α-glucosidase inhibitory activity consist
of the presence of amino acids containing a hydroxyl or basic side chain
at the N-terminal (serine, threonine and tyrosine), proline within the
chain and alanine or methionine at the C-terminal (Ibrahim, Bester,
Neitz, & Gaspar, 2017). All these residues at positions relevant for high
inhibitory activity were found in peptide REQSPGQWRPSHGKEEDEE-
EKEQKEAQ derived from convicilin.
3.4.2. Phenolic compounds
Phenolic proﬁles and individual phenolic concentrations of sub-
fraction F1 are shown in Supplemental Fig. S3 and Table 5, respec-
tively. Five ﬂavonoids were identiﬁed: prodelphinidin dimer, (+)-ca-
techin-3-O-hexoside, kaempferol rutinoside-hexoside, isorhamnetin
glucoronide and kaempferol rutinoside-rhamnoside (II). The kaemp-
ferol rutinoside-hexoside was the most abundant compound (1 µg/g)
accounting for 58% of the total phenolics of F1. Flavonoids are well
known antioxidants that may exert their action through several me-
chanisms. Earlier studies have shown that lentil ﬂavonoids are able to
neutralize radicals and chelate metal ions through hydrogen, electron
donating and mixed mechanisms (Zhang et al., 2015). Kaempferol have
also shown protective eﬀects against oxidative stress through activation
of nuclear factor erythroid 2 related factor 2 (Nrf2)-mediated defensive
response in lung tissues (Kumar, Kim, More, Kim & Choi, 2014).
Kaempferol glucosides and aglycone have proven to be good inhibitors
of intestinal α-glucosidase and pancreatic lipase activities (Tan, Chang,
& Zhang, 2017; Zhang et al., 2015). There is also evidence that pro-
delﬁnidin dimers are able to bind and inhibit pancreatic lipase activity
(Buchholz & Melzig, 2015). All this information retrieved from the
literature support the idea that phenolic compounds identiﬁed in F1 are
likely contributing to the bioactivity of FLPS.
3.5. Eﬀect of simulated GD on chemical composition and biological activity
of FLPS
GD extends protein and phenolic chemical modiﬁcations and, as
consequence, may promote the release of new bioactive compounds
and/or degradation of existing ones. Therefore, we studied the mod-
iﬁcations induced by simulated GD on chemical composition and bio-
logical activities of FLPS (Table 6). GD approximately increased 2-fold
the peptide content (p < 0.05). These results indicated that new pep-
tides are released by gastrointestinal proteases and peptidases. Simi-
larly, total phenolic content was found 5-fold greater in the FLPS lentil
digest (p < 0.05). A higher IC50 value was found for ACE-inhibitory
activity of the digest suggesting that GD reduced the ACE inhibitory
activity of FLPS (p < 0.05). We previously observed this eﬀect for
lentil hydrolysates produced by Savinase in high-pressure conditions
(Garcia-Mora et al., 2015). This loss of activity could be explained by
degradation of ACE inhibitory peptides in FLPS by gastrointestinal
proteases. Similarly, α-glucosidase and lipase inhibitory activities of
FLPS were signiﬁcantly reduced after simulated GD (p < 0.05). Our
data suggest that lentil phenolic compounds able to inhibit these en-
zymes were degraded during GD of FLPS. In this regard, recent studies
have demonstrated that pH changes along GD of common bean chips
cause modiﬁcations in chemical structure, molecular weight or che-
mical completion of phenolic compounds (Luzardo-Ocampo et al.,
2017). Alternatively, ORAC of FLPS was not aﬀected by GD while in-
hibition of ROS production was signiﬁcantly greater after simulated GD
(p < 0.05). Consistently to results of the present study, we previously
observed that GD of lentil antioxidant peptides produced by Savinase
released shorter peptide sequences and free amino acids with higher
antioxidant activity than the precursor peptides (Garcia-Mora et al.,
2017). Other possibility is that the increase in free phenolics observed
after GD could also be responsible for the higher protective eﬀect of
FLPS to reduce ROS production in t-BOOH-stressed macrophages.
Recent studies have found that bioactivity of foods changes diﬀer-
ently along the digestive tract. These changes in bioactivity have been
attributed to chemical modiﬁcations of bioactive compounds mediated
by digestive enzymes, physiological pH or microbial fermentation
(Luzardo-Ocampo et al., 2017). Findings of our study have shown
overall compositional and bioactivity changes occurred in FLPS at the
end of gastroduodenal digestion although it could not be established
whether health-promoting potential of FLPS increased or decreased in
previous stages of digestion. Therefore, to overcome the limitations of
the present study a quantitative follow-up of biological activity along
the whole digestion process would represent a novel approach to un-
derstand and predict fermented lentil functionality in vivo.
4. Conclusions
In conclusion, the present study demonstrates that FLPS enhanced
the overall health potential beneﬁt of lentil in relation to blood pres-
sure, blood glucose absorption, lipid accumulation and oxidative stress.
These ﬁndings were associated to synergistic eﬀect of Savinase mainly
producing bioactive peptides and microbial metabolism mainly re-
sponsible for increased concentrations of p-hydroxybenzoic acid, va-
nillic acid and kaempferol glucosides. Fractionation of FLPS and se-
lection of the most multiactive lentil subfraction allowed identifying 30
fragments from convicilin, allergen Len c1 and lectin as well as the
ﬂavonoids prodelphinidin dimer, (+)-catechin-3-O-hexoside, kaemp-
ferol rutinoside-hexoside, isorhamnetin glucuronide and kaempferol
rutinoside-rhamnoside (II) as the main bioactive compounds. We also
determined that GD caused an increase in bioaccessible peptides and
phenolics and antioxidant activity. However, losses on ACE-, α-gluco-
sidase and lipase inhibitory activities were detected. From these data it
can be advised that from a nutraceutical perspective, FPLS would be the
most beneﬁcial treatment of commercial production of lentil functional
products. This research is unique in the context of lentil functionali-
zation by a pH-controlled fermentative-hydrolytic process and the
Table 5
Phenolic compounds identiﬁed in fraction F1 collected by size exclusion chromatography
of lentil bioaccessible (soluble) fraction from FLPS.
Compounds Concentration (µg/g)
Dimer prodelphinidin (GC-C) 0.33 ± 0.11
(+)-catechin-3-O-hexoside 0.25 ± 0.10
Kaempferol rutinoside-hexoside 1.00 ± 0.45
Isorhamnetin glucuronide 0.14 ± 0.03
Kaempferol rutinoside-rhamnoside (II) t
Data are the mean ± standard deviation analyzed in triplicate. t: traces.
FLPS= alkaline fermentation with L. plantarum CECT 748 and enzymatic hydrolysis with
Savinase 16 L; GC-C: gallocatechin-catechin; t: traces.
Table 6
Peptides and total phenolic content and biological activities of bioaccesible (soluble)
fraction from FLPS before and after gastrointestinal digestion.
Control Digest
Peptides (mg/g) 229.99 ± 8.06a 442.55 ± 39.39b
Phenolics (mg GAE/g) 65.91 ± 5.60a 321.41 ± 4.85b
ACE inhibition (IC50, mg/mL) 0.14 ± 0.01a 0.23 ± 0.02b
α-glucosidase inhibition (%)
Sucrase activity 53.24 ± 8.72a 39.41 ± 2.24a
Maltase activity 38.06 ± 0.17b nd
Lipase inhibition (%) 26.69 ± 4.12b nd
ORAC (mM TE/g) 508.78 ± 48.14a 556.77 ± 37.13a
Inhibition of ROS generation (%) 40.13 ± 2.48a 66.58 ± 1.81b
Data are the mean ± standard deviation of three replicates analyzed in duplicate.
Diﬀerent lowercase letters indicate statistical diﬀerences among treatments (p < 0.05.
Duncan’s test). GAE: gallic acid equivalents; ACE: Angiotensin I converting enzyme;
ORAC: oxygen radical absorbance capacity; ROS: radical oxygen species; nd: not detected.
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health beneﬁts of FPLS were validated in vivo in a rat model of meta-
bolic syndrome (Martínez et al., 2018).
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Publicación 2. Combinación de  la  fermentación  a pH  controlado en  condiciones  ligeramente  ácidas  e 
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6,8)  para  producir  un  ingrediente multifuncional  de  lenteja  dirigido  a  controlar  los  componentes  del 
SMet. El  impacto de FLPS se comparó con  los efectos  individuales de  la fermentación con L. plantarum 
(FLP) e hidrólisis con Savinasa (HS), aplicados por separado. La fracción soluble de  lenteja obtenida por 
FLPS  exhibió  un  contenido más  elevado  en  péptidos,  ácido  p‐hidroxibenzoico  y  flavonoles  y mayor 
actividad antioxidante e  inhibidora de  la enzima convertidora de angiotensina  I  (ECA) y α‐glucosidasas 
intestinales que aquella procesada mediante FLP y HS. L. plantarum fue responsable de los cambios en el 
perfil  fenólico y  la actividad  inhibidora de  la actividad maltasa de  la  lenteja sometida a FLPS, mientras 
que la Savinasa contribuyó a la liberación de péptidos y a las actividades antioxidante e inhibidora de la 
ECA y de la actividad sacarasa. La fracción soluble de lenteja más activa obtenida mediante FLPS contenía 
3  péptidos  con  actividad  biológica  potencial  y  flavonoides  y  ácidos  fenólicos  como  los  principales 
compuestos  fenólicos.  La  DGI  simulada  del  ingrediente  FLPS  aumentó  el  contenido  de  péptidos  y 



























Contents lists available at ScienceDirect
Journal of Functional Foods
journal homepage: www.elsevier.com/locate/jff
Combination of pH-controlled fermentation in mild acidic conditions and
enzymatic hydrolysis by Savinase to improve metabolic health-promoting
properties of lentil
Sara Bautista-Expósitoa, Cristina Martínez-Villaluengaa, Montserrat Dueñasb,
Jose Manuel Silvána, Juana Friasa, Elena Peñasa,⁎
a Institute of Food Science, Technology and Nutrition (ICTAN-CSIC), Juan de la Cierva 3, 28006 Madrid, Spain
b Research Group on Polyphenols, Nutrition and Bromatology Unit, Faculty of Pharmacy, University of Salamanca, Campus Miguel Unamuno, 37007 Salamanca, Spain








A B S T R A C T
This work evaluated the feasibility of pH-controlled fermentation by Lactobacillus plantarum CECT 748 combined
with Savinase-hydrolysis (LPHS) for producing multifunctional lentil ingredients targeted for metabolic syn-
drome (MetS) relieving. LPHS process was compared with L. plantarum-fermentation (LP) and Savinase-hydro-
lysis (HS), applied separately. LPHS soluble fraction exhibited higher peptides, p-hydroxybenzoic acid, ﬂavonols,
antioxidant (400.74mM TE/g), angiotensin I-converting enzyme (ACE) (95.43%) and α-glucosidase-inhibitory
activities (40.55 and 25.03% for maltase and sacarase activities, respectively) than LP and HS. L. plantarum was
responsible for the phenolic proﬁle changes and sucrase inhibitory activity of LPHS while Savinase contributed
to peptides release and ACE and maltase inhibitory and antioxidant activities. The most active LPHS fraction
contained 3 peptides with potential biological activity and ﬂavonoids and phenolic acids. LPHS simulated
gastrointestinal digestion enhanced its peptides, phenolics, ACE-inhibitory and antioxidant activities. This study
opens new opportunities regarding the production of lentil-multifunctional ingredients for MetS management.
1. Introduction
Chronic diseases are increasingly viewed as a global health concern
due to their escalating incidence and because they are responsible for
70% of deaths worldwide. Metabolic risk factors as raised blood pres-
sure, overweight/obesity, hyperglycemia and hyperlipidemia strongly
contribute to increase the risk of these diseases (World Health
Organization, 2013). In this sense, metabolic syndrome (MetS), a
cluster of metabolic factors that include insulin resistance, impaired
glucose tolerance, hypertension, dyslipidemia and central obesity, has
emerged in the last decade as a serious public health challenge
(Santhekadur, Kumar, Seneshaw, Mirshahi, & Sanyal, 2017), since it
enhances the risk of type 2 diabetes mellitus and cardiovascular dis-
eases in a greater extent than its individual components (Rodríguez-
Monforte, Sánchez, Barrio, Costa, & Flores-Mateo, 2017).
The modiﬁcation of diet is a keystone for preventing MetS devel-
opment (Grosso et al., 2017). Providing consumers with a wider spec-
trum of healthy food options can oﬀer new opportunities to modify the
natural course of MetS. Agri-food sector is progressively addressing
toward the development of plant-based products that contains, besides
essential nutrients, bioactive ingredients endowed with disease-pre-
venting eﬀects. It has been well established that hypertension, ab-
dominal obesity, inﬂammation and excessive activity of enzymes in-
volved in glucose metabolism are associated to the development of
MetS. Therefore, the production of multifunctional foods targeting
these metabolic dysfunctions associated to MetS may represent an in-
teresting approach in the primary and secondary prevention of this
pathology.
Regular consumption of lentils (Lens culinaris L.), a key food of the
Mediterranean diet, has been demonstrated to oﬀer protection against
metabolic alterations associated to MetS due to the presence of a wide
range of bioactive compounds (Bautista-Expósito, Peñas, Dueñas, et al.,
2018; Bautista-Expósito, Peñas, Silván, Frias, Martínez-Villaluenga,
2018; Martínez et al., 2016). Lentil is a rich source of phenolic com-
pounds, mainly phenolic acids, catechin, procyanidins and ﬂavonols
that are able to scavenge free radicals or to activate pathways related to
oxidative stress defense (Alshikh, de Camargo, & Shahidi, 2015), to
inhibit the expression of pro-inﬂammatory molecules (Zhang et al.,
2017), and to modulate the activity of enzymes involved in lipid and
glucose metabolism (Zhang et al., 2015). Moreover, our group has
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recently identiﬁed biologically active peptides derived from legumin,
vicilin and convicilin lentil proteins with antioxidant and angiotensin I-
converting enzyme (ACE) inhibitory activity (Garcia-Mora, Frias, et al.,
2015; Garcia-Mora, Peñas, Frias, Gomez, & Martinez-Villaluenga, 2015;
García-Mora et al., 2017). Due to the presence of these compounds,
together with its high content of resistant starch and dietary ﬁber, lentil
represents a valuable ingredient for the elaboration of functional foods
focused in amelioration of MetS disturbances.
Fermentation and enzymatic hydrolysis constitute promising pro-
cessing technologies for development of lentil novel foods due to its
ability to enhance their nutraceutical properties through increasing the
content and bioaccesibility of bioactive compounds. Within this con-
text, recent studies have shown that lentil and bean proteolysis by
Savinase, a commercial food grade alkaline protease derived from
Bacillus spp., released bioactive peptides and bound-phenolics with in
vitro antioxidant and antihypertensive eﬀects (Garcia-Mora, Peñas,
Frias, & Martínez-Villaluenga, 2014; Garcia-Mora, Frias, et al., 2015;
Garcia-Mora, Peñas, et al., 2015; García-Mora et al., 2017). This en-
zyme was most eﬀective than other food-grade enzymes in releasing
these bioactive compounds from legumes (Garcia-Mora et al., 2014).
Additionally, there is evidence that lactic-acid fermentation with se-
lected starter cultures enhanced the content of certain compounds with
antioxidant, hypolipidaemic and ACE-inhibitory activities in lentil and
other legumes (Jakubczyk, Karaś, Złotek, & Szymanowska, 2017;
Kapravelou et al., 2015; Limón et al., 2015; Torino et al., 2013).
However, the application of lactic acid fermentation for improving
bioactive properties of legumes exhibits some limitations. Firstly, most
lactic acid bacteria have low proteolytic activity that can diﬃcult the
release of bioactive peptides from legume proteins. Secondly, the re-
duction of pH during the course of lactic acid fermentation may de-
crease the solubility of legume proteins and phenolics, thus reducing
their health-promoting properties. Combination of lactic-acid fermen-
tation at selected pH with enzymatic hydrolysis by food-grade enzymes
may overcome the limitations of fermentation technology increasing, at
the same time, the health beneﬁcial eﬀects of legumes compared with
the application of both technologies separately. A study recently per-
formed by our group (Bautista-Expósito, Peñas, Dueñas, et al., 2018)
has found the combination of both technologies at alkaline pH im-
proved the health-promoting properties of lentil. However, studies at
neutral or acid pHs that are more suitable for lactic-acid bacteria
growth have not been performed so far. Lentil processed by combined
fermentation and hydrolysis treatments could constitute valuable in-
gredients for designing novel functional foods such as dairy products,
fruit juices or snacks.
Most of the studies focused on the evaluation of the impact of
technological processes on biological eﬀects of plant processed foods
oﬀer valuable information on the chemical identiﬁcation of bioactive
compounds responsible for their bioactivity. However, little is known
on the stability and biological activity of constituents in vegetable
processed foods subjected to gastrointestinal digestion. The use of in
vitro gastrointestinal models are powerful alternatives to in vivo studies
to evaluate the gastrointestinal stability of bioactive food compounds,
since they have not ethical restrictions and are less expensive (Minekus
et al., 2014).
The current study was, therefore, conducted to explore the feasi-
bility of fermentation by L. plantarum CECT 748 in combination with
enzymatic hydrolysis by an alkaline-serine protease (Savinase® 16 L) for
producing a multifunctional ingredient aimed at relieving the metabolic
disturbances associated to MetS. Fermentation and hydrolysis processes
applied separately were also evaluated in order to elucidate their in-
dividual contribution when used in combination. The identiﬁcation of
peptides and phenolic compounds in the most bioactive fraction ob-
tained after fractionation of lentil ﬂour soluble fraction subjected to
combined treatments and the inﬂuence of in vitro gastrointestinal di-
gestion on the bioactive compounds and biological activity of processed
lentil ﬂour was also evaluated.
2. Materials and methods
2.1. Plant materials
Lentil seeds (Lens culinaris L. var. Castellana) were provided by
Semillas Iglesias S.A. (Salamanca, Spain), ground in a coﬀee-mill
(Moulinex, Allençon, France), passed through a 60-mesh sieve (0.5 mm
pore size) and stored in a vacuum-sealed plastic bag at 4 °C until use.
2.2. Chemicals and reagents
Savinase® 16 L (16 KNPU/g) enzyme was purchase from Novozymes
(Bagsvaerd, Denmark) and L. plantarum CECT 748 from the Spanish
Type Culture Collection (CECT, Valencia, Spain). MidiTrap™ G10 gel
ﬁltration columns were from GE Healthcare (Barcelona, Spain).
Angiotensin-I converting enzyme (ACE, EC 3.4.15.1), rat intestine α-
glucosidase (EC 3.2.1.20), pepsin from porcine gastric mucosa (EC
3.4.23.1), pancreatin from porcine pancreas (EC 232-468-9) as well as
other reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain)
unless otherwise speciﬁed.
2.3. Lentil ﬂour technological treatments.
Lentil ﬂour was subjected to three diﬀerent processing treatments:
(A) Hydrolysis by Savinase (HS). Lentil ﬂour was suspended in 1.5 L of
sterile tap water (143 g/L ﬁnal concentration), placed in 3 L Bioﬂo/
Celligen 115 bioreactor (Eppendorf Iberica, Madrid, Spain) equili-
brated at 37 °C and the pH was adjusted to 6.8 with 1M NaOH.
Then, Savinase was added (365mg/L ﬁnal concentration) and en-
zymatic hydrolysis was conducted under continuous stirring
(300 rpm) at 37 °C, pH 6.8 for 25.5 h.
(B) Fermentation using L. plantarum CECT 748 as starter culture (LP).
Lentil ﬂour fermentation was conducted in a 3 L Bioﬂo/Celligen
115 bioreactor (Eppendorf Iberica, Madrid, Spain) by mixing lentil
ﬂour suspended in tap water (143 g/L ﬁnal concentration) with L.
plantarum 748 from the Spanish Type Culture Collection (CECT)
(2× 108 CFU/L ﬁnal cell density), previously grown in Man
Rogosa Sharpe (MRS) broth (Pronadisa, Madrid, Spain) as recently
described (Bautista-Expósito, Peñas, Dueñas, et al., 2018; Bautista-
Expósito, Peñas, Silván, et al., 2018). Fermentation was performed
under stirring (300 rpm) at 37 °C, pH 6.8 for 25.5 h.
(C) Fermentation with L. plantarum CECT 748 combined with hydrolysis by
Savinase (LPHS). Lentil ﬂour suspension prepared in 1.5 L of tap
water (143 g/L ﬁnal concentration) was mixed with L. plantarum
starter culture (2× 108 CFU/L ﬁnal cell density), previously pro-
pagated as described above, and with Savinase (365mg/L ﬁnal
concentration). Combined treatments was performed in a 3 L
Bioﬂo/Celligen 115 bioreactor (Eppendorf Iberica) under stirring
(300 rpm) at 37 °C, pH 6.8 for 25.5 h.
Three independent experiments were carried out for each treatment.
Lentil ﬂour suspension without Savinase and L. plantarum addition was
used as control. Soluble fractions from all samples were obtained by
centrifugation (7500g, 5 °C, 15min). Supernatants were heated at 70 °C
during 10min for enzymatic and bacterial inactivation. Finally, all
samples were freeze-dried and stored under vacuum at −20 °C until
further analysis.
2.4. Fractionation of LPHS by size exclusion chromatography
Soluble fraction obtained from LPHS sample was subjected to size
exclusion chromatography using MidiTrap™ G10 columns containing
Sephadex G-10. Brieﬂy, freeze-dried sample was dissolved in distilled
water (20mg/mL) and ﬁltered through 0.45 µm syringe ﬁlters. Column
was equilibrated with 8mL of deionized water. A sample volume of
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0.3 mL followed by 0.3mL of deionized water were added to the
column allowing entering the packed bed completely and discarding
the ﬂow-through. Elution was carried out adding 2.5mL of deionized
water to the column. Five fractions (F1-F5) of 0.5mL of eluate were
collected, freeze-dried and stored at -20 °C until further analysis.
2.5. In vitro gastrointestinal digestion of LPHS
LPHS soluble fraction was subsequently subjected to a sequential in
vitro digestion with porcine pepsin and pancreatin as previously de-
scribed (Garcia-Mora et al., 2014). Brieﬂy, LPHS was dissolved in si-
mulated gastric ﬂuid (SGF, 0.15M NaCl, pH 2.5) and incubated at 37 °C
for 15min. Then 400 µL of a solution containing 0.59% (w/v) pepsin
(3640 U/mg protein) in SGF was added and the pH was adjusted to 2.5
with 0.01M HCl. Digestion was performed at 37 °C for 2 h in a Ther-
momixer™ orbital shaker (Eppendorf Iberica) with moderate agitation
and subsequently stopped by raising the pH to 7.5 with 0.1 M NaOH.
The pH of the digest obtained by gastric digestion was adjusted to 6.5
with 0.01M HCl. Further, to simulate the duodenal digestion phase the
following solutions were added: 150.8 µL of a bile salt mixture con-
taining equimolar quantities (0.125M) of sodium taurocholate and
glycodeoxycholic acid, 46.08 µL of 1M CaCl2, 500 µL of 0.25M Bis-Tris
(pH 6.5), and 100 µL of pancreatin in SGF at pH 7.0. Digestion was
conducted at 37 °C for 2 h and subsequently stopped by heating at 80 °C
for 15min.
2.6. Determination of peptide content
Peptide concentration was measured by Pierce Quantitative
Colorimetric Peptide Assay kit (Fisher Scientiﬁc, Madrid, Spain) in
permeates obtained by ultraﬁltration through cellulose membranes of
10 kDa pore size (Millipore, Billerica, MA, USA). Results were expressed
as mg of peptides/g of soluble fraction.
2.7. Determination of individual phenolic compounds
For the quantiﬁcation of individual phenolic compounds, 2 g of
lentil soluble fractions obtained from all samples were macerated in
methanol:TFA:water 80:19.9:0.1 (v/v/v) at 4 °C for 16 h. Subsequently,
they were centrifuged at 4000g and 5 °C for 20min in a super-speed
centrifuge (Sorval RC 5B). The extracts were concentrated at 30 °C
under vacuum for methanol evaporation. For phenolic analysis, the dry
extracts were dissolved in 10mL of water. For puriﬁcation, an aliquot
(4 mL) was passed through a C18 Sep-Pak cartridge (Waters, Milford,
MA, USA), previously activated with methanol followed by water.
Samples were analyzed using Hewlett–Packard 1100MS (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) chromatograph coupled to an HP
Chem Station (rev.A.0504) data-processing software. Double online
detection was carried out in the DAD using 280 nm and 370 nm as
preferred wavelengths. Mass spectrometer (MS) connected to the HPLC
system via the DAD cell outlet was used and detection was performed in
an API 3200 Qtrap (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany)
equipped with an ESI source, triple quadrupole-ion trap mass analyser
and controlled by the Analyst 5.1 software, following the method pre-
viously described by Barros et al. (2013).
Phenolic compounds were characterized according to their UV,
mass spectra, retention times, and comparison with authentic standards
when available. For quantitative analysis, calibration curves were
prepared by injection of known concentrations of diﬀerent standard
compounds. The standards, vanillic, trans-p-coumaric acids, quercetin
3-O-rutinoside, quercetin 3-O-glucoside and kaempferol 3-O-rutinoside
were obtained from Extrasynthese (Genay, France). Concentration of
hexosides and quinic derivatives of protocatechuic, vanillic, caﬀeic,
ferulic and p-coumaric acids were calculated by external calibration
curves of their corresponding free acids while concentration of deri-
vatives of quercetin and kaempferol were calculated by external
calibration of kaempferol 3-O-glucoside and quercetin 3-O-glucoside.
All samples were analyzed in duplicate. The content of total phenolic
compounds was determined as the sum of the contents of individual
phenolic compounds. Data were expressed as µg/g of soluble fraction.
2.8. Determination of total phenolic compounds in LPHS fractions
Total phenolic compounds of F1-F5 fractions obtained from LPHS
sample by size exclusion chromatography were quantiﬁed by a colori-
metric method using Folin-Ciocalteau reagent, as previously described
(Bautista-Expósito, Peñas, Dueñas, et al., 2018; Bautista-Expósito,
Peñas, Silván, et al., 2018). The absorbance was measured at 690 nm
using a Synergy HT multi-well plate reader (BioTek, Winooski, VT,
USA) and the results were expressed as mg gallic acid equivalents
(GAE)/g of soluble fraction.
2.9. Identiﬁcation of bioactive peptides by nanoUPLC-ESI-MS/MS
The proteomic analysis of the most active soluble fraction collected
by size exclusion chromatography from LPHS was performed in the
Proteomics and Genomics Facility (CIB-CSIC) by nanoUPLC-ESI-MS/
MS, following the method previously described by García-Mora et al.
(2017). Brieﬂy, the most active fraction was puriﬁed using a C18 ZipTip
reverse phase column (Millipore) and injected in the linear trap quad-
rupole Orbitrap Velos (Fisher Scientiﬁc). Peptides were separated in a
AcclaimPepMap C18 column (inner diameter 75 µm, 15 cm long, 3 µm
particle size) (Fisher Scientiﬁc) and eluted using a solvent gradient at a
ﬂow rate of 250 nL/min on a nanoEasy high-performance liquid chro-
matography coupled to a nanoelectrospray ion source (Fisher Scien-
tiﬁc). The mobile phases used consisted of 0.1% formic acid/2% acet-
onitrile (solvent A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (solvent B).
Proteome Discoverer 1.4.1.14 (Fisher Scientiﬁc) with MASCOT 2.3
was used to search the Lens culinaris database (NCBI 427 sequences).
Database search parameters used were the following: the cysteine car-
bamidomethylation and methionine oxidation were established as ﬁxed
modiﬁcations; precursor ion tolerance, 10 ppm; fragment ion tolerance,
0.5 Da. Peptide sequences identiﬁcation was validated through
Percolator’s algorithm using q-value≤ 0.01.
2.10. Determination of ACE inhibitory activity
The ACE inhibitory activity of soluble fractions obtained from lentil
processed by LP, HS and LPHS, in those sub-fractions obtained from
LPHS sample (F1-F5) as well as in LPHS soluble fraction subjected to
simulated gastrointestinal digestion (0.3 mg/mL ﬁnal concentration)
was determined according to a previously reported method (Garcia-
Mora et al., 2014). Fluorescence was read every minute for 30min at
emission and excitation wavelengths of 335 and 405 nm, respectively,
in a microplate reader Synergy HT (BioTek). The results are expressed
as percent inhibition relative to the negative control having 100% en-
zymatic activity. All samples were analyzed in duplicate. IC50 values
(concentration of sample in mg/mL that inhibits 50% of the ACE ac-
tivity) were calculated plotting the non-linear regression sigmoidal
dose-response curves in GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, USA).
2.11. Determination of α-glucosidase inhibitory activity
The α-glucosidase inhibitory activity of lentil samples (1.7 mg/mL
ﬁnal concentration) was evaluated according to Vilcacundo, Martínez-
Villaluenga, & Hernández-Ledesma (2017). Glucose concentration in
the reaction mixtures was measured using the Amplex® Red glucose/
glucose oxidase assay kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Absorbance
was measured using a Synergy HT plate reader (BioTek) at 560 nm.
Glucose concentration was calculated using a linear standard curve
(0–200 µM) from a freshly prepared 400mM stock solution. All samples
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were analyzed in duplicate. Percent inhibition of sucrase and maltase
activity of intestinal α-glucosidase in the presence of lentil samples was
calculated relative to the negative control having 100% enzyme ac-
tivity.
2.12. Analysis of oxygen radical absorbance capacity (ORAC)
Radical scavenging activity of lentil samples was determined by
ﬂuorescence using the oxygen radical absorbance capacity (ORAC)
assay previously reported (García-Mora et al., 2017). Fluorescence was
measured in a Synergy HT microplate reader (BioTek) at emission and
excitation wavelengths of 520 nm and 485 nm, respectively. A Trolox
standard curve with a linear concentration range (0–160 µM) was
prepared from a freshly made 1mM stock solution. All samples were
analyzed in duplicate. Results were expressed as mM of Trolox
Equivalents (TE)/g of soluble fraction.
2.13. Determination of the potential protective activity of lentil samples
against intracellular reactive oxygen species (ROS) production
Murine macrophage cell line RAW 264.7 (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, USA) was maintained in Dulbecco’s modiﬁed
Eagles’s medium (DMEM) (Lonza, Madrid, Spain) supplemented with
10% fetal bovine serum (Lonza) and 1% penicillin/streptomycin
(5000 U/mL, Lonza) at 37 °C in a humidiﬁed incubator containing 5%
CO2 and 95% air. Cell viability was determined using Cell titer 96
Aqueous One Solution assay kit (Promega, Madison, WI, USA). A non-
toxic and physiological dose of 0.1 mg/mL was used to evaluate the
potential protective activity of lentil samples. Intracellular ROS were
measured by the dichloroﬂuorescein assay as previously reported
(Martín, Cordero-Herrera, Bravo, Ramos, & Goya, 2014). Macrophages
(2× 105 cells/well) were pre-treated with lentil samples (0.1 mg/mL
ﬁnal concentration) dissolved in serum-free medium for 20 h. Cells
were washed with PBS and incubated with 20 μM 2,7-dichloro-
ﬂuorescin diacetate for 30min. Then, cells were washed with PBS and
treated with serum-free medium containing 2.5 mM tert-butyl hydro-
peroxide (t-BOOH). ROS production was monitored for 3 h by ﬂuores-
cence at an excitation and emission wavelengths of 485 nm and
530 nm, respectively, using a Synergy HT plate reader (BioTek). Control
cells with and without t-BOOH treatment were used as positive and
negative controls, respectively. All samples were analyzed in duplicate.
The results were expressed as percentage inhibition of ROS generation
relative to t-BOOH-stressed cells.
2.14. Statistical analysis
Experimental data are expressed as the mean ± standard deviation
of two replicates analyzed in duplicate. One-way analysis of variance
(ANOVA) using the Duncan test was employed to compare the means.
Diﬀerences were considered signiﬁcant at p < 0.05. All statistical
analyses were performed using Statgraphics Plus software, version 5.1.
(Statistical Graphics Corp., Rockville, USA).
3. Results and discussion
3.1. Inﬂuence of processing on peptide, total and individual phenolic
contents of lentil ﬂour soluble fraction
The impact of hydrolysis with Savinase (HS), fermentation with L.
plantarum (LP) and the combination of both treatments (LPHS) on the
peptide concentration of lentil soluble fraction is shown in Table 1. All
the processing technologies assayed led to a signiﬁcant increase
(p < 0.05) of peptides concentration compared to soluble fraction of
unprocessed lentil (control sample). The extent of peptides release in LP
was signiﬁcantly lower (p < 0.05) than that observed for HS and
LPHS, indicating that Savinase was the main responsible for liberation
of peptides in LPHS. Previous studies performed by our group have
demonstrated the higher ability of Savinase in releasing peptides from
lentil proteins compared to other food grade enzymes (Garcia-Mora
et al., 2014; Garcia-Mora, Frias, et al., 2015; Garcia-Mora, Peñas, et al.,
2015). The lower production of lentil peptides by L. plantarum CECT
748 compared to the other treatments can be explained by the absence
of the gene encoding the cell-wall bound proteinase (PrtP), involved in
the hydrolysis of proteins to oligopeptides in the genome of this lactic
acid bacterium (Liu, Bayjanov, Renckens, Nauta, & Siezen, 2010).
However, L. plantarum produces peptide transporters and a wide range
of intracellular peptidases that confer it the ability to grow and hy-
drolyse legume proteins, generating bioactive peptides, as it has been
previously reported (Bautista-Expósito, Peñas, Dueñas, et al., 2018;
Bautista-Expósito, Peñas, Silván, et al., 2018; Jakubczyk et al., 2017;
Limón et al., 2015). Hence, it might be expected that the addition of
Savinase, causing the hydrolysis of legume proteins to oligopeptides,
would improve L. plantarum growth and release of peptides during
lentil fermentation, as it has been observed in LPHS sample.
Hydrolysis, fermentation and the combination of both processing
technologies have a noticeable inﬂuence on the phenolic content and
composition of lentil soluble fraction (Table 1). Control lentil showed a
concentration of total phenolic compounds, calculated as the sum of the
contents of individual phenolic compounds, of 921 μg/g, concentration
in the range of that recently reported for diﬀerent lentil varieties
(Bubelová, Sumczynski, & Salek, 2018). Flavonols, mainly kaempferol
dirutinoside and ﬂavan-3-ols such as (+)-catechin-3-O-hexoside and
procyanidin dimer, were the major phenolic groups constituting more
than 90% of total phenolic compounds, followed by hydroxycinnamic
and hydroxybenzoic acids (6% of total phenolic compounds). This
phenolic composition is similar to that previously found in diﬀerent
lentil cultivars (López et al., 2017; Zhang et al., 2017), where ﬂavo-
noids were identiﬁed as the main extractable phenolic compounds.
After processing, the total phenolic content strongly decreased
(31–35% reduction), regardless of the type of processing technology
applied. No signiﬁcant (p > 0.05) diﬀerences in the total phenolic
concentration among HS, LP and LPHS samples were observed. The
reduction of total phenolic content in processed lentil can be ascribed
mainly to the decrease in ﬂavan-3-ols concentration. Earlier studies
have shown that the stability of ﬂavan-3-ol monomers and dimers is pH
dependent, and they are unstable and are degraded almost completely
within few hours at pH > 6 (Albuquerque, Prieto, Barros, & Ferreira,
2017; Ho, Thoo, Young, & Siow, 2017; Li, Taylor, Ferruzzi, & Mauer,
2012; Zhu et al., 2002). The loss of ﬂavan-3-ols during the course of
hydrolysis, fermentation or combined treatments at pH=6.8 may ex-
plain its lower content in processed lentil soluble fractions. Moreover,
metabolic activity of L. plantarum may be contributing to the reduction
of ﬂavan-3-ols and phenolic acids in lentil subjected to fermentation or
combined treatments. Savinase exhibits protease and esterase activities
and this protease has been shown to cause the release of phenolic
compounds linked to cell wall and other food matrix components in
legumes at alkaline pH (Garcia-Mora, Frias, et al., 2015; Garcia-Mora,
Peñas, et al., 2015; Bautista-Expósito, Peñas, Dueñas, et al., 2018). The
reduction in the content of extractable phenolic compounds after Sa-
vinase hydrolysis can be explained by the lower pH used in the present
work that is not the optimal pH for Savinase activity. Interestingly, HS,
LP and LPHS exhibited higher content of p-hydroxybenzoic acid and
ﬂavonols in the soluble fraction than non-processed lentil that can be
partially due to the low degradation of these compounds during pro-
cessing. Moreover, the esterase activity of Savinase and the production
of extracellular esterases by L. plantarum (Munoz et al., 2017) could be
contributing to the increase of p-hydroxybenzoic acid and ﬂavonols,
results in consonance with the observations of Kwaw et al. (2018) and
Garcia-Mora, Frias, et al. (2015), Garcia-Mora, Peñas, et al. (2015), who
reported an increase of ﬂavonol concentration after L. plantarum mul-
berry juice fermentation and lentil ﬂour proteolysis with Savinase, re-
spectively. Furthermore, the phenolic content and composition of LP
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and LPHS were rather similar, indicating that L. plantarum fermentation
contributed to the phenolic proﬁle of LPHS in higher extent than Sa-
vinase hydrolysis.
3.2. Inﬂuence of processing on biological activity of lentil ﬂour soluble
fraction
Table 2 summarizes the diﬀerent biological activities evaluated in
lentil ﬂour processed by hydrolysis, fermentation or combination of
both treatments.
ACE, an enzyme widespread in human body, plays a major role in
regulating blood pressure (Nishimura, 2017). The search of food in-
hibitors of this enzyme as an eﬀective approach for the management of
arterial hypertension and cardiovascular diseases has been intensiﬁed
in the last years.
Results of this study show that processing substantially enhanced
the ACE inhibitory activity of lentil soluble fraction from 81% in non-
processed lentil to 93–95% in treated lentil samples. No signiﬁcant
diﬀerences (p > 0.05) in ACE inhibition percentages between HS, LP
and LPHS were observed. HS soluble fraction showed quite similar IC50
value than unprocessed lentil, while LP and LPHS exhibited signiﬁcant
(p < 0.05) lower IC50 values than HS. No signiﬁcant diﬀerences
(p > 0.05) in IC50 values between LP and LPHS samples were found,
indicating that L. plantarum was the main contributor to the in vitro
antihypertensive activity of LPHS sample. Bioactive peptides and phe-
nolics, mainly ﬂavonoids and phenolic acids, have been proposed as the
main compounds involved in ACE inhibitory activity of lentils (García-
Mora et al., 2017; Mamilla & Mishra, 2017). The increase in the content
of ﬂavonols and p-hydroxibenzoic acid after L. plantarum fermentation
may partially explain the increase of ACE inhibitory activity found in LP
and LPHS samples. In addition, L. plantarum has demonstrated the
ability to produce ACE inhibitory peptides during fermentation of di-
verse legumes (Jakubczyk et al., 2017; Jakubczyk, Karaś, Baraniak, &
Pietrzak, 2013). The formation of these peptides during lentil fermen-
tation could be also involved in the ACE inhibitory activity of LP and
LPHS found in the present work. As indicated before, several studies
have shown that Savinase eﬃciently releases peptides with potent ACE
inhibitory activity from legumes at alkaline pH. However, the pH used
in the present work, lower than the optimal pH for the activity of this
protease, could be limiting its activity and therefore, its contribution to
potential antihypertensive activity of LP and LPHS samples might be
reduced. In fact, lentil ﬂour hydrolyzed by Savinase at pH=8 or
Table 1
Content of peptides (mg/g), total and individual phenolic compounds (µg/g) of soluble fraction obtained from control and processed lentil ﬂour (HS, LP, LPHS).
Compounds Lentil treatments
Control HS LP LPHS
Peptides 55.65 ± 2.66a 192.72 ± 7.94d 68.80 ± 4.01b 180.19 ± 7.63c
Individual phenolic compounds
Dimer Prodelphinidin (I) 75.31 ± 2.92a nd nd t
Dimer Prodelphinidin (II) 5.60 ± 0.45a 43.15 ± 1.23b t t
(+)-catechin -3-O-hexoside 184.57 ± 10.33c 20.51 ± 0.25b t 5.36 ± 0.19a
Dimer Procyanidin 108.06 ± 6.41a nd t t
(+)-catechin 27.59 ± 3.14b t 46.01 ± 1.27c 15.25 ± 2.30a
trans-p-coumaric acid derivative 9.83 ± 0.60b 1.77 ± 0.40a t t
trans-p-coumaric acid 37.23 ± 2.69a nd nd nd
p-hydroxybenzoic acid 4.83 ± 0.20a 27.49 ± 0.99b 28.19 ± 0.99b 39.28 ± 3.12c
Vanillic acid t t 13.27 ± 0.49a t
Kaempferol dirutinoside 371.97 ± 25.20a 453.98 ± 15.97b 429.74 ± 2.77b 456.83 ± 9.22b
Kaempferol rhamnoside-dihexoside 40.87 ± 1.53a 37.91 ± 2.99a 52.77 ± 0.79b 39.81 ± 1.62a
Isorhamnetin glucuronide 5.16 ± 0.81a 6.39 ± 0.45ab 7.75 ± 1.00bc 8.50 ± 1.01c
Kaempferol rhamnoside-dihexoside 14.28 ± 1.28b 4.75 ± 0.33a 12.09 ± 2.35b 12.99 ± 1.52b
Kaempferol hexoside-dirhamnoside (I) 27.12 ± 1.67c 10.38 ± 1.42a nd 17.18 ± 0.59b
Kaempferol hexoside-dirhamnoside (II) 9.36 ± 0.15a 24.77 ± 1.76b 10.37 ± 2.37a 34.16 ± 0.18c
Total identiﬁed phenolic compounds 921.12 ± 42.91b 600.18 ± 3.42a 631.10 ± 41.20a 629.35 ± 19.94a
Data are the mean ± standard deviation of three replicates analyzed in duplicate. Diﬀerent lowercase letters indicate statistical diﬀerences among treatments
(p < 0.05. Duncan’s test). HS: enzymatic hydrolysis with Savinase 16 L; LP: fermentation with L. plantarum CECT 748; LPHS: fermentation with L. plantarum CECT
748 combined with enzymatic hydrolysis with Savinase 16 L.; t: traces; nd: not detected.
Table 2
Bioactivity of soluble fraction obtained from control and processed lentil ﬂour (HS, LP and LPHS), including: ACE-inhibitory activity expressed as percentage of
inhibition relative to the control assay and IC50 in mg/mL. Intestinal α-glucosidase inhibitory activity expressed as percentage of inhibition of sucrase and maltase
activities relative to the control assay. ORAC expressed in mM TE/g. Chemoprotective activity against oxidative stress expressed as percentage reduction of ROS
generation relative to t-BOOH-stressed RAW 264.7 macrophages.
Bioactivity Lentil treatments
Control HS LP LPHS
ACE inhibition (%) 81.19 ± 6.23a 93.05 ± 1.82b 94.06 ± 0.66b 95.43 ± 2.14b
ACE inhibition (IC50, mg/mL) 0.44 ± 0.04b 0.47 ± 0.01b 0.38 ± 0.00a 0.39 ± 0.00a
α-glucosidase inhibition (%)
Sucrase activity 75.47 ± 4.56d 32.74 ± 0.20b 24.36 ± 1.77a 40.55 ± 2.50c
Maltase activity nd 18.91 ± 1.22a 22.78 ± 3.40ab 25.03 ± 1.18b
ORAC (mM TE/g) 309.76 ± 23.32b 387.39 ± 24.09c 215.78 ± 12.31a 400.74 ± 35.35c
Inhibition of ROS generation (%) nd 29.66 ± 2.15b 4.79 ± 2.84a 28.75 ± 0.33b
Data are the mean ± standard deviation of three replicates analyzed in duplicate. Diﬀerent lower case letters indicate statistical diﬀerences among experimental
groups (p < 0.05. Duncan’s test). HS: enzymatic hydrolysis with Savinase 16 L; LP: fermentation with L. plantarum CECT 748; LPHS: fermentation with L. plantarum
CECT 748 combined with enzymatic hydrolysis with Savinase 16 L; nd: not detected.
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subjected to LPHS treatment at pH=8.5 showed lower IC50 values
(0.18 and 0.14mg/mL, respectively) (Bautista-Expósito, Peñas, Dueñas,
et al., 2018; Garcia-Mora et al., 2014) than those found in the present
work for LP and LPHS samples, conﬁrming the restricted role of Savi-
nase in the ACE inhibitory activity in the present study.
Intestinal brush-border α-glucosidase enzymes, consisting in the
complexes maltase-glucoamylase (MGAM) and sucrose-isomaltase (SI),
are involved in the degradation of disaccharides into simpler sugars
that are readily available for intestinal absorption (Simsek, Quezada-
Calvillo, Nichols, & Hamaker, 2017). Hence, the inhibition of these
enzymes by food compounds could be an economic strategy to control
the post-prandial glycaemia, and consequently, to prevent type-2-dia-
betes.
Both α-glucosidase complexes consist of two catalytic subunits with
diﬀerent α-glucosidic catalytic properties or diﬀerent substrates:
MGAM has α-1,4-glucosidase activity and contributes to digestion of
maltose and maltooligosaccharides, while SI with α-1,2, α-1,4, and α-
1,6 activities can hydrolyze sucrose, maltose, isomaltose and mal-
tooligosaccharides (Amiri & Naim, 2017). In the present work, we have
evaluated the selective inhibitory potential of processed lentil samples
for individual subunits of both α-glucosidase complexes, by using
maltose and sucrose as substrates. Soluble fraction obtained from con-
trol lentil was able to selectively inhibit sucrase activity (75% inhibi-
tion), but inhibition of maltase activity was not observed (Table 2).
Dietary phenolic compounds have been found to cause selective in-
hibition of intestinal α-glucosidases subunits (Simsek et al., 2017).
Flavonols as kaempferol and quercetin glycosides have been suggested
as the major contributors to the inhibitory activity of α-glucosidase in
lentil (Zhang et al., 2015). In fact, ﬂavonols are the main compounds in
lentil soluble fraction (Table 1) that could explain its high inhibitory
activity on α-glucosidase. Moreover, Simsek et al. (2017) found that
(+)-catechin presented higher inhibition of one of the catalytic sub-
units of SI than those of MGAM, results in agreement with the selec-
tively inhibition of sucrase activity by control lentil soluble fraction that
contain this phenolic compound (27.5 µg/g).
Processing caused a signiﬁcant reduction (p < 0.05) of α-glucosi-
dase inhibition when sucrose was used as substrate (Table 2). The re-
duction of the content of some individuals phenolic compounds in lentil
soluble fraction caused by processing such as (+) catechin and p-cou-
maric acid, which has been also described as potent α-glucosidase in-
hibitors (Pradeep & Sreerama, 2018), could explain the reduction in the
sucrase inhibitory activity observed in HS, LP and LPHS samples. On the
contrary, processing led to a strong increase of the inhibitory maltase
activity of lentil soluble fraction, and LPHS showed the highest in-
hibitory potential for this enzyme. The enhancement of ﬂavonols con-
tent during hydrolysis, fermentation and combination of both treat-
ments could be related with the higher maltase inhibitory activity
observed, since earlier studies have reported that ﬂavonols exhibited
speciﬁc inhibitory activity on duodenal maltase (Fontana Pereira et al.,
2011; Şöhretoğlu et al., 2018). Among processed samples, LPHS pre-
sented the highest inhibitory potency against sucrase and maltase en-
zymes, suggesting that both L. plantarum fermentation and Savinase
proteolysis contributed to the inhibition of α-glucosidase in this sample.
Since Savinase caused signiﬁcant higher release of peptides than L.
plantarum, it can be hypothesized that some bioactive peptides pro-
duced by this protease are contributing to the inhibition of intestinal α-
glucosidase in LPHS. This hypothesis is strengthened by the fact that
several bioactive peptides formed during legume proteolysis has been
found to inhibit this intestinal enzyme (Mojica, Luna-Vital, & González
de Mejía, 2017). However, a possible contributing role of peptides re-
leased by L. plantarum in α-glucosidase inhibition by LP and LPHS
samples cannot be ruled out since a previous study has shown the re-
lease of peptides with strong inhibitory activity against these enzymes
from beans fermented with this lactic-acid species (Jakubczyk et al.,
2017). In the view of the results obtained, it is evident that LPHS ex-
hibited higher inhibitory potency than HS and LP against both α-
glucosidases, suggesting that the combination of hydrolysis and fer-
mentation could be a useful approach to obtain lentil ingredients aimed
at the management of hyperglycemia. Moreover, HS was the most im-
portant contributor to the inhibitory eﬀects of LPHS against SI, while
the inhibitory activity of LPHS against MGAM can be mainly attributed
to L. plantarum.
There is accumulative scientiﬁc evidence showing that oxidative
stress, a state deﬁned by elevated reactive oxygen species (ROS) levels,
plays an important role in MetS development (Elnakish, Hassanain,
Janssen, Angelos, & Khan, 2013). The antioxidant activity of processed
lentil samples has been evaluated by ORAC assay and by the inhibition
of ROS generation in RAW 264.7 macrophage cell cultures. ORAC assay
measures the inhibition ability against the peroxyl radical-induced
oxidation. As the peroxyl radical is the predominant initiating radical
found in food systems, ORAC values are important indicators of food
antioxidant activity (Xu, Jin, Peckrul, & Chen, 2018). Soluble fraction
from non-processed lentil showed an antioxidant activity of 309.76mM
TE/g (Table 2), value in the line that those previously reported by ex-
tractable lentil fraction from diﬀerent cultivars (Garcia-Mora, Frias,
et al., 2015; Garcia-Mora, Peñas, et al., 2015; Padhi, Liu, Hernandez,
Tsao, & Ramdath, 2017). This ORAC value could be linked to the
abundant presence of (+)-catechin, trans p-coumaric acid, glycosides of
ﬂavonols or ﬂavones, that have been suggested to be the main re-
sponsible for the antioxidant activity of pulses (Oomah, Caspar,
Malcolmson, & Bellido, 2011; Zhang et al., 2015). However, the lack of
a complete correlation between the content of total phenolic com-
pounds and the antioxidant activity of pulses has been previously re-
ported (Giusti, Caprioli, Ricciutelli, Vittori, & Sagratini, 2017; Zhang
et al., 2015).
HS and LPHS showed signiﬁcant (p≤ 0.05) higher ORAC values
than non-processed lentil. On the contrary, LP exhibited lower anti-
oxidant capacity than non-processed lentil. In a previous study, it has
been demonstrated that Savinase released antioxidant peptides of low
molecular weight (< 3 kDa) (Garcia-Mora, Peñas, Frias, & Martínez-
Villaluenga, 2014). Since no signiﬁcant diﬀerences in antioxidant ac-
tivity between HS and LPHS were found, it can be suggested that an-
tioxidant peptides produced by Savinase proteolysis from lentil soluble
fraction were the most important contributors to the antioxidant ac-
tivity of HS and LPHS samples. L. plantarum fermentation has been
reported to increase the antioxidant activity of pulses either by in-
creasing soluble phenolic compounds content or by releasing anti-
oxidant peptides (Starzyńska-Janiszewska, Stodolak, & Mickowska,
2014; Torino et al., 2013). However, the diﬀerent fermentation time
and pH used in the present work could explain the reduction of anti-
oxidant capacity of lentil soluble fraction after L. plantarum fermenta-
tion.
The protective role of soluble fractions obtained from non-processed
and processed lentil against t-BOOH-induced oxidative damage was
studied in RAW 264.7 macrophages. It was observed that the pre-
treatment of macrophage cultures with control lentil soluble fraction
did not oﬀer protection against oxidative damage stimulated by t-BOOH
(Table 2). This ﬁnding does not match with the high chemical-based
antioxidant activity determined by the ORAC assay, reﬂecting the fact
that results from cellular and chemical analysis are not always com-
pletely correlated. Processing caused a notable increment of inhibition
percentage of ROS production in stressed macrophages. HS and LPHS
exerted signiﬁcant (p < 0.05) higher protection against oxidative da-
mage than LP, and no signiﬁcant diﬀerences (p > 0.05) between both
samples were observed, results that showed similar trend to that ob-
served by the ORAC method. The hydrolysis of some complex phenolic
compounds to simpler and biologically active compounds by L. plan-
tarum (Rodríguez et al., 2009) could explain its greater inhibitory
capability against ROS production compared to control lentil. Since HS,
LP and LPHS showed similar content of soluble phenolic compounds
and taking into account that the phenolic composition of LPHS sample
was more similar to LP than HS (Table 1), the higher cytoprotective
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potential against oxidative damage of HS and LPHS cannot be attrib-
uted to phenolics. Keeping in mind that both samples exhibited similar
peptide concentration and that Savinase is able to release peptides with
peroxyl radical scavenging activity from lentil, it may be thought that
antioxidant peptides released by Savinase hydrolysis provide the ability
to HS and LPHS samples to inhibit ROS production in t-BOOH treated
macrophages.
3.3. Fractionation of LPHS and characterization of the bioactive potential
of the fractions
LPHS sample was fractionated in 5 fractions (F1-F5), and the con-
tent of peptides and phenolic compounds, as well as the biological ac-
tivity of each fraction was studied. The results are summarized in
Table 3. F1-F5 fractions represented 12.76%, 23.16%, 35.15%, 22.26%
and 6.67% of the total weight of LPHS, respectively. As it can be ob-
served, all fractions showed diﬀerent content of bioactive compounds
and biological activities. Only fractions F1 and F2 exerted inhibitory
activity against ACE and F1 did not exhibit inhibitory potential against
sucrase activity. However, all fractions showed inhibitory activity
against maltase activity, high ORAC values and inhibition of ROS
generation in RAW 264.7 macrophages. F1 was the fraction with the
highest content of peptides and phenolics and antioxidant activity,
measured by a chemical assay. Furthermore, F1 showed a notable
MGAM and ROS inhibitory potential. Due to its higher biological ac-
tivity, F1 was selected and their peptide and phenolic proﬁle was
analyzed by LC-MS/MS.
3.4. Characterization of LPHS-F1 peptide proﬁle
Table 4 shows the most abundant peptides identiﬁed in the fraction
F1 of LPHS sample, that corresponded to peptides with molecular
masses within the range 838–1225 Da. These peptides derived from
lentil storage proteins vicilin (allergen Len c 1.0102) and convicilin,
and also from ADP-glucose pyrophosphorylase, a key regulatory en-
zyme involved in starch biosynthesis. These peptides contained some
amino acid sequences that have been reported as ACE-inhibitors in
BIOPEP database. It has been reported that ACE-inhibitory peptides are
generally short chain peptides with 2–12 amino acids since crystal-
lography studies have found that larger peptides cannot accommodate
in the ACE active site (Iwaniak, Minkiewicz, & Darewicz, 2014; Natesh,
Schwager, Sturrock, & Acharya, 2003). The C-terminal tripeptide
strongly inﬂuences the ACE binding of inhibitors. It has been reported
that peptides containing hydrophobic (aromatic or branched side-
chains) in the C-terminal tripeptide are the most potent ACE inhibitors.
Moreover, the presence of C-terminal Phe, Pro, Trp, Tyr, Leu, Ile, Val,
and positively charged amino acids residues (Arg or Lys) and N-term-
inal hydrophobic amino acids with aliphatic chains such as Gly, Ile,
Leu, and Val contribute notably to enhance the ACE inhibitory activity
of peptides (Daskaya-Dikmen, Yucetepe, Karbancioglu-Guler, Daskaya,
& Ozcelik, 2017; Gu & Wu, 2013; Liu, Fang, Min, Liu, & Li, 2018). Some
of these structural features are present in the peptides identiﬁed in F1
fraction obtained from LPHS. In particular, these peptides showed the
presence of Phe, Ile, Arg, Lys or Leu in the C-terminal tripeptide, sup-
porting their potential ACE-inhibitory activity.
Recent studies have given important insight on the structural char-
acteristics of antioxidant peptides, suggesting that the presence of Lys,
Trp, Cys, and aromatic amino acids (Phe, His, Tyr and Trp) are important
contributors of their radical scavenging capacities (Tian et al., 2015;
Yang, Li, Lin, Zhang, & Chen, 2017). Furthermore, the presence of bulky
hydrophobic amino acids at C-terminal region or polar/charged amino
acids at the C1 position were related with peptide antioxidant activity
determined by ORAC assay (Orsini Delgado et al., 2016). Hydrophobic
amino acids with low isoelectric point (Ala, Gly, Val and Leu) at N-
terminal region also provide high antioxidant activity to peptides (Li, Li,
He, & Qian, 2011). Peptides identiﬁed in LPHS-F1 fraction contained
charged amino acids in C1 position and some bulky amino acids in their
sequence. In addition, peptide derived from ADP-glucose pyropho-
sphorylase exhibited Ala in N-terminus of the sequence. All these struc-
tural characteristics suggest the possible antioxidant role of the peptides
identiﬁed in LPHS-F1. Moreover, they could potentially display α-glu-
cosidase inhibitory activity since it has been reported that potent α-
glucosidase inhibitory peptides identiﬁed up to now contain at least an
amino acid with a hydroxyl group side chain (Ser, Thr, Tyr) and/or Pro,
Lys, Arg and Met (Ibrahim, Bester, Neitz, & Gaspar, 2018; Zhang et al.,
2016). The presence of some of these amino acids (Ser, Thr, Tyr, Lys,
Arg) at the N-terminal position or Pro, Met, Ala at the C-terminal region
confer highly α-glucosidase inhibitory activity (Ibrahim et al., 2018). The
peptide derived from allergen Len c 1.0102 identiﬁed in LPHS-F1 frac-
tion contained Ser at the N-terminal position and also Pro and Lys in its
sequence. The other two peptides identiﬁed also contained Pro, Ala, Lys,
Met or Arg, structural features of α-glucosidase inhibitors.
The size and structural features of the peptides contained in LPHS-
F1 fraction allow us to postulate that all of them play an important role
in the multifunctional activity of this sample.
Table 3
Recovery (%), content of peptides (mg/g) and total phenolic compounds (mg GAE/g), ACE-inhibitory activity (%), α-glucosidase inhibitory activity (%) and anti-
oxidant activity measured by ORAC assay (mM TE/g) and as inhibition of ROS generation (%) in t-BOOH-stressed RAW 264.7 macrophages of F1-F5 fractions
collected from LPHS by size exclusion chromatography.
F1 F2 F3 F4 F5
Recovery (% of LPHS total weight) 12.76 ± 0.89 23.16 ± 1.72 35.15 ± 2.34 22.26 ± 2.34 6.67 ± 146
Peptides 759.66 ± 21.99e 423.13 ± 13.57d 75.20 ± 3.20a 59.09 ± 2.00a 267.83 ± 11.03c
Phenolics 69.63 ± 0.96e 44.23 ± 2.74d 16.22 ± 0.16c 6.55 ± 0.08a 11.77 ± 0.04b
ACE inhibition 96.00 ± 0.70b 96.18 ± 0.25b nd nd nd
α-glucosidase inhibition
Sucrase activity nd 5.14 ± 2.34b 4.45 ± 0.98b 3.27 ± 1.75ab 17.68 ± 0.20c
Maltase activity 45.96 ± 1.09bc 43.64 ± 1.23b 44.87 ± 0.82bc 46.69 ± 3.42bc 49.01 ± 2.74c
ORAC 575.50 ± 29.77e 364.36 ± 29.16c 104.21 ± 6.26a 83.83 ± 6.68a 325.75 ± 26.87b
Inhibition of ROS generation 9.91 ± 1.27a 15.08 ± 3.61ab 27.36 ± 5.90c 20.18 ± 2.64b 27.68 ± 5.76c
Data are the mean ± standard deviation of three replicates analyzed in duplicate. Diﬀerent lowercase letters indicate statistical diﬀerences among fractions
(p < 0.05. Duncan’s test). LPHS: fermentation with L. plantarum CECT 748 combined with enzymatic hydrolysis with Savinase 16 L.; nd: not detected.
Table 4




Sequence Parent proteins MH+ (Da)
29,539,111 SDQENPFIFK Allergen Len c 1.0102 1224.59
164,512,510 HGDPEER Convicilin 839.37
298,919,408 ATAFGLMK ADP-glucose pyrophosphorylase
small subunit S2 isoform
838.44
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3.5. Characterization of LPHS-F1 phenolic proﬁle
The phenolic content and composition of LPHS-F1 fraction is shown
in Table 5. Flavonoids were the most abundant compounds, which ac-
counted for 75% of the total phenolic content, being kaempferol ruti-
noside-hexoside the major compound detected. The other 25% corre-
sponded to gallic acid derivatives. Flavonoids are potent scavengers of
most of the oxidizing molecules, including singlet oxygen and other free
radicals (Krishnan et al., 2018). Moreover, it has been reported that
gallic acid shows a high inhibitory capacity of LDL-cholesterol oxida-
tion and inhibition of peroxyl and hydroxyl radical induced supercoiled
DNA strand (De Camargo, Regitano-D'Arce, Biasoto, & Shahidi, 2014).
Zhang et al. (2015) found that kaempferol glycosides and procyanidin
dimers play a signiﬁcant role in the total antioxidant activity of hy-
drophilic extracts obtained from 20 diﬀerent lentil cultivars. Further-
more, ﬂavonoids and gallic acid are able to inhibit α-glucosidase ac-
tivity (Miao et al., 2018; Šavikin et al., 2018; Wanget al., 2015). In this
sense, kaempferol glycosides have been found to be one of the major
contributors to α-glucosidase inhibition in lentil (Zhang et al., 2015),
due to the ability of kaempferol to occupy the catalytic center of the
enzyme, inducing conformational changes (Peng, Zhang, Liao, & Gong,
2016). The inhibitory eﬀects of oligomeric procyanidins and kampferol
on ACE have also been reported by several authors (Afonso, Passos,
Coimbra, Silva, & Soares-da-Silva, 2013; Guerrero et al., 2012). Ac-
cording to all these ﬁndings of earlier studies, it can be postulated that
the phenolic composition of LPHS-F1 plays a crucial role for its multi-
functional activity.
3.6. Impact of simulated gastrointestinal digestion on bioaccesible peptides
and phenolics and bioactivity of LPHS
In vitro gastrointestinal digestion is a useful approach to disclose
changes in chemical composition, bioactivity and bioaccesibility of food
compounds. Therefore, we evaluated the inﬂuence of simulated gas-
trointestinal digestion on the composition and bioactivity of LPHS
sample (Table 6). As it can be observed, in vitro digestion enhanced
more than 3-fold and 6-fold the peptide and phenolics contents, re-
spectively. The content of peptides found in the digested sample is
signiﬁcantly higher than that found in LPHS lentil sample obtained at
alkaline pH after gastrointestinal digestion (Bautista-Expósito, Peñas,
Dueñas, et al., 2018), indicating that mild acidic conditions are more
suitable than alkaline conditions for releasing peptides after digestive
processes. These ﬁndings suggest that new peptides were released by
the proteolytic activity of gastric and intestinal enzymes. In addition, as
a result of the action of gastrointestinal enzymes, phenolic compounds
bound to proteins could be released, increasing its bioaccesibility, as it
has been previously reported (Pellegrini et al., 2017).
ACE inhibitory activity of LPHS sample increased signiﬁcantly
(p≤ 0.05) after simulated gastrointestinal digestion, as suggested by
the lower IC50 value in the digested sample. This IC50 value is lower
than that observed in a LPHS lentil sample obtained at alkaline pH after
in vitro digestion (Bautista-Expósito, Peñas, Dueñas, et al., 2018). Our
results indicate that new peptides with ACE-inhibitory activity may be
liberated as consequence of the in vitro gastrointestinal digestion, im-
proving the potential antihypertensive properties of LPHS. The in-
creased ACE inhibitory activity observed could be also ascribed to ex-
tractable phenolic compounds released during digestive process. On the
contrary, α-glucosidase inhibitory potency of LPHS for both sucrose and
maltose substrates was signiﬁcantly (p≤ 0.05) reduced by simulated
gastrointestinal digestion. It can be inferred that some individual phe-
nolic compounds that are able to inhibit these enzymes are degraded
upon the eﬀect of digestive enzymes and pH, as it has been recently
reported in several vegetables (Burgos-Edwards, Jiménez-Aspee,
Thomas-Valdés, Schmeda-Hirschmann, & Theoduloz, 2017; Orqueda
et al., 2017). Similarly, α-glucosidase inhibitory peptides released by
Savinase in LHPS could be hydrolysed during in vitro digestion, losing
their inhibitory eﬀects against this enzyme.
Digested LPHS sample exhibited an antioxidant activity almost 2-
fold higher than undigested sample. These results agree with our pre-
vious ﬁndings showing that the gastrointestinal digestion of lentil
protein hydrolysates obtained with Savinase released smaller peptide
fragments and amino acids with higher antioxidant activity than the
parent oligopeptides (Garcia-Mora et al., 2014; Garcia-Mora, Frias,
et al., 2015; Garcia-Mora, Peñas, et al., 2015; García-Mora et al., 2017).
Again, the contribution of free phenolic compounds released by the
action of digestive enzymes in the increased antioxidant activity of
digested LPHS cannot be ruled out. The antioxidant activity of digested
LPHS observed in the present work is 37% higher than that found in
digested LPHS lentil at alkaline pH (Bautista-Expósito, Peñas, Dueñas,
et al., 2018; Bautista-Expósito, Peñas, Silván, et al., 2018).
The enhancement of most of the biological activities identiﬁed in
LPHS after gastrointestinal digestion opens new opportunities for the
application of lentils subjected to fermentation by lactic acid bacteria in
combination with enzymatic hydrolysis by Savinase as a promising
ingredient in the development of multifunctional foods. However, ad-
ditional in vivo studies should be conducted in order to conﬁrm the
beneﬁcial biological eﬀects of this ingredient in metabolic disturbances
associated to MetS.
4. Conclusions
Our approach, based on the combination of fermentation with L.
plantarum CECT 748 and hydrolysis with Savinase 16 L (LPHS), eﬃ-
ciently improved the beneﬁcial health eﬀects of lentil regarding anti-
oxidant, antihypertensive and hypoglycemic properties. These en-
hanced health-promoting properties of lentil can be attributed to the
Table 5
Phenolic compounds identiﬁed in fraction F1 collected from LPHS soluble
fraction by size exclusion chromatography.
Compounds Concentration (µg/g)
Dimer Prodelphinidin 0.133 ± 0.035
(+)-catechin-3-O-hexoside 0.095 ± 0.034
Kaempferol rutinoside-hexoside 0.510 ± 0.206
Isorhamnetin glucuronide 0.074 ± 0.019
Kaempferol rutinoside-rhamnoside (II) t
Gallic derivative (I) 0.140 ± 0.033
Gallic derivative (II) 0.124 ± 0.027
Data are the mean ± standard deviation analyzed in triplicate. t: traces. LPHS:
fermentation with L. plantarum CECT 748 combined with enzymatic hydrolysis
with Savinase 16 L.
Table 6
Content of peptides (mg/g) and total phenolic compounds (mg GAE/g), ACE-
inhibitory activity (IC50, mg/mL), α-glucosidase inhibitory activity (%) and
antioxidant activity measured by ORAC assay (mM TE/g) of LPHS soluble
fraction before and after gastrointestinal digestion by size exclusion chroma-
tography.
Non-digested LPHS Digested LPHS
Peptides 180.19 ± 7.63a 653.58 ± 46.32b
Phenolics 49.72 ± 4.20a 299.10 ± 5.58b
ACE inhibition 0.39 ± 0.00b 0.19 ± 0.01a
α-glucosidase inhibition
Sucrase activity 40.55 ± 2.50b 28.02 ± 0.92a
Maltase activity 25.03 ± 1.18b nd
Antioxidant activity 400.74 ± 35.35a 762.53 ± 36.00b
Data are the mean ± standard deviation of three replicates analyzed in dupli-
cate. Diﬀerent lower case letters indicate statistical diﬀerences among treat-
ments (p < 0.05. Duncan’s test). LPHS: fermentation with L. plantarum CECT
748 combined with enzymatic hydrolysis with Savinase 16 L.; nd: not detected.
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action of both Savinase, responsible to the release of bioactive peptides
and L. plantarum metabolic activity that caused the modiﬁcation of
phenolic compounds proﬁle. Lentil ﬂour subjected to combined hy-
drolysis-fermentation treatments was fractionated and the fraction with
higher biological activity (F1) was selected and characterized. This
fraction contained 3 peptides from allergen Len c1, convicilin and ADP-
glucose pyrophosphorylase, as well as kaempferol rutinoside-hexoside,
prodelﬁnidin dimer, and gallic acid derivatives as the most important
bioactive compounds. This work gives also important insights about the
eﬀect of gastrointestinal digestion on the bioactivity of LPHS, con-
ﬁrming the enhancement of bioaccesible peptides and phenolic com-
pounds with antioxidant and ACE inhibitory activities. This study
contributes to elucidate the mechanisms of action underlying the de-
monstrated in vitro multifunctional eﬀects related to MetS control of
LPHS and provides the basis for further investigating the bioactivity of
LPHS in vivo. The results could drive the agri-food sector to develop
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fenólicos  solubles  y  actividades  biológicas.  La  fermentación  con  Lactobacillus  plantarum  y 
Savinasa® 16  L  se  llevó a  cabo a diferentes pHs  (6,5‐8,5)  y  tiempos  (5,5‐30h).  Se  realizó un 
análisis de  la varianza para evaluar  los efectos  lineales, cuadráticos y de  interacción entre  los 
parámetros  de  fermentación.  El  pH  afectó  positivamente  al  contenido  de  péptidos, 
compuestos  fenólicos solubles y actividad antioxidante, mientras que se observó un  impacto 
negativo  sobre  la  actividad  inhibidora  de  la  lipasa  pancreática  (p  <  0,0001).  Así mismo,  el 
tiempo de fermentación mostró un efecto positivo sobre la proteolisis y afectó negativamente 
a  la actividad  inhibidora de  la enzima  convertidora de  la angiotensina  I  (ECA) de  la  fracción 
soluble  de  lenteja  (p  <  0,0001).  El  máximo  contenido  de  péptidos,  compuestos  fenólicos 
solubles y bioactividad global se alcanzaron a pH 8,5 después de 11,6 h. En conclusión, este 






Contents lists available at ScienceDirect
Food Chemistry
journal homepage: www.elsevier.com/locate/foodchem
pH-controlled fermentation in mild alkaline conditions enhances bioactive
compounds and functional features of lentil to ameliorate metabolic
disturbances
Sara Bautista-Expósito, Elena Peñas, José Manuel Silván, Juana Frias,
Cristina Martínez-Villaluenga⁎
Institute of Food Science, Technology and Nutrition (ICTAN-CSIC), Juan de la Cierva 3, 28006 Madrid, Spain








A B S T R A C T
Lentil fermentation has a promising potential as a strategy for development of multifunctional ingredients
targeting metabolic syndrome (MetS). Response surface methodology was applied to optimize lentil fermenta-
tion and study its eﬀects on generation of peptides, soluble phenolics and bioactivities. Fermentation using
Lactobacillus plantarum and Savinase® 16 L was carried out at diﬀerent pH (6.5–8.5) and times (5.5–30 h).
Analysis of variance was performed to evaluate linear, quadratic and interaction eﬀects between fermentation
parameters. pH positively aﬀected peptides, soluble phenolic compounds and antioxidant activity whereas a
negative impact on lipase inhibitory activity was observed (p < .0001). Time showed positive eﬀect on pro-
teolysis and negatively aﬀected angiotensin I-converting enzyme inhibitory activity of fermented lentil
(p < .0001). Multivariate optimization led to high levels of peptides, soluble phenolics and bioactivity of fer-
mented lentil at pH 8.5 and 11.6 h. In conclusion, this study might contribute to the development of functional
ingredients from lentil for MetS management.
1. Introduction
The metabolic syndrome (MetS) aﬀects approximately 25% of the
world’s population (Pistollato & Battino, 2014). It is characterized by
the combination of several risk factors for cardiovascular disease and
type-2 diabetes, such as hyperglycemia, central obesity, hypertension,
insulin resistance and dyslipidemia (Pistollato & Battino, 2014).
Moreover, oxidative stress generated by an overproduction of reactive
oxygen species has been linked to the promotion of a chronic in-
ﬂammatory state and the development of MetS (Greene, Huang, Serhan,
& Panigrahy, 2011). Therefore, development of multifunctional in-
gredients targeting all of these metabolic dysfunctions would be de-
sirable for early prevention.
There is an inverse relationship between a diet rich in legumes and
the appearance of factors implicated in MetS such as obesity, hy-
pertension, type-2 diabetes mellitus and dyslipidemia (Martínez et al.,
2016). These beneﬁcial eﬀects of legumes may be attributed to the
presence of bioactive compounds that may act as physiological mod-
ulators of metabolism, given that they exhibit antihypertensive,
antioxidant, hypoglycemic, hypocholesterolemic and anti-in-
ﬂammatory properties (Martínez et al., 2016). Therefore, legumes have
a promising potential for industrial application as functional in-
gredients to tackle the main risk factors associated to MetS.
Lentil (Lens culinaris Medik.) is an important pulse crop worldwide,
grown in over 70 countries, consumed in more than 100. Lentil is a
dietary source of proteins, starch, ﬁber and micronutrients important to
human nutrition (Campos-Vega, Loarca-Piña, & Oomah, 2010). Lentil
proteins are precursors of bioactive peptides with antioxidant activity
that may also act as inhibitors of angiotensin I converting enzyme
(ACE) involved in rising blood pressure (García-Mora et al., 2017). This
legume is also a dietary source of phenolic compounds, a group of
phytochemicals including ﬂavan-3-ols, proanthocyanidins, ﬂavones,
ﬂavonols, stilbenes, phenolic acids, and anthocyanidins (Mirali, Purves,
& Vandenberg, 2016). Proanthocyanidins make up the largest propor-
tion of phenolic compounds in lentil and they are mainly bound to
polysaccharides and proteins. Recent studies point out the potential
role of lentil phenolic compounds in weight management and blood
glucose control as these compounds are able to inhibit gastrointestinal
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enzymes involved in carbohydrate (α-glucosidase) and lipid digestion
(pancreatic lipase) (Zhang et al., 2015).
Previous studies have demonstrated that lactic acid fermentation
with selected starters have potential application for enhancing legume
functional features (Kapravelou et al., 2015). Many studies have used
Lactobacillus plantarum as a starter in legume fermentation as it pro-
duces esterases and a wide range of carbohydrolases that result in an
increased content of free phenolic compounds (Gan, Shah, Wang, Lui, &
Corke, 2016) and improved antioxidant, hypolipidemic and anti-
hypertensive activities of the fermented product (Kapravelou et al.,
2015; Limón et al., 2015; Torino et al., 2013). Despite these advantages,
there are still some challenges that need to be faced for the eﬃcient
production of bioactive compounds by legume fermentation. Proteo-
lytic activity of lactic acid bacteria (LAB) is low compared to other
microorganisms which limits the release of bioactive peptides from
legume proteins (Jakubczyk, Karaś, Baraniak, & Pietrzak, 2013).
Moreover, it is important to notice that in uncontrolled pH fermenta-
tion, acidiﬁcation by LAB causes protein precipitation and enzymatic
inactivation (Liu, Bayjanov, Renckens, Nauta, & Siezen, 2010; Rui et al.,
2016) hindering the mobilization of bound phenolics and the produc-
tion of bioactive peptides. To address these challenges, the aim of this
study was to develop an innovative approach that consists of pH-con-
trolled fermentation of lentil ﬂour using L. plantarum along with a
commercial food grade alkaline protease from Bacillus subtilis (Savi-
nase® 16 L). The hypothesis of this study is that pH-controlled fer-
mentation of lentil ﬂour using L. plantarum and Savinase® 16 L enhances
proteolysis, production of bioactive peptides, solubilization of phenolic
compounds and biological activity of fermented lentil. Response surface
methodology (RSM) was used to study the individual and interaction
eﬀects of operating parameters (fermentation pH and time) on pro-
teolysis, release of peptides and phenolic compounds as well as the
potential health beneﬁts (antihypertensive, hypoglucemic, hypolipi-
demic, antioxidant and antiinﬂammatory activities) of the bioaccesible
(soluble) fraction of fermented lentil. Moreover, RSM was applied to
determine the optimum operating conditions (fermentation pH and
time) to improve the content of bioactive compounds and biological
activities. The second order polynomial equations (regression models)
provided an excellent explanation of the relationship between the re-
sponse variables and operating parameters.
2. Materials and methods
2.1. Materials
Lentil (Lens culinaris Medik. var. castellana) seeds were purchased
from Semillas Iglesias S.A. (Salamanca, Spain) and stored at 4 °C until
use. Lentil seeds were milled in a coﬀee grinder (Moulinex, Allençon,
France) and passed through a 60-mesh sieve with 0.5 mm pore size. The
commercial food grade protease Savinase® 16 L (16 KNPU/g) was pro-
vided by Novozyme (Bagsvaerd, Denmark). Lactobacillus plantarum
CECT 748 was purchased from the Spanish Type Culture Collection
(CECT, Valencia, Spain). Bacterial cultures were propagated using Man
Rogosa Sharpe (MRS) broth (Pronadisa, Madrid, Spain) as described
previously (Torino et al., 2013) and stored at−80 °C. Enzymes used in
biochemical assays including ACE from rabbit lung (EC 3.4.15.1), rat
intestine α-glucosidase (EC 3.2.1.20) and porcine pancreatic lipase type
II (EC 3.1.1.3) as well as other chemicals were purchased from Sigma-
Aldrich (Madrid, Spain) unless otherwise stated.
2.2. Fermentation of lentil ﬂour
Cells of L. plantarum grown in MRS broth for 5 h at 37 °C were
harvested by centrifugation at 8000×g for 10min, washed twice, and
suspended in sterile water. Fermentation was carried out in a 3 L
Bioﬂo/Celligen 115 bioreactor (Eppendorf Iberica, Madrid, Spain)
mixing 1.5 L of sterile tap water with lentil ﬂour (143 g/L ﬁnal
concentration), Savinase (365mg/L ﬁnal concentration) and L. plan-
tarum (2× 108 CFU/L ﬁnal cell density). Fermentation experiments
were performed under stirring conditions (300 rpm) at 37 °C, at dif-
ferent pH values and times according to the experimental design de-
scribed in Section 2.10. Control of pH is maintained by a proportional
and integral controller which operates peristaltic pumps, assigned to
perform acid or base addition. The pH is sensed by a gel-ﬁlled pH probe
placed in the bioreactor.
Three independent experiments were conducted for each fermen-
tation condition. Flour suspension without enzyme and bacterial cul-
ture was used as control. Soluble fractions were obtained by cen-
trifugation at 7500×g at 5 °C for 15min and they were further heated
at 70 °C during 10min for enzyme inactivation. Finally, samples were
freeze-dried and stored under vacuum at −20 °C until further analysis.
2.3. Determination of soluble protein, peptide and phenolic content
Soluble protein concentration of samples was quantiﬁed by the
Detergent Compatible Protein Assay kit (Bio-Rad, Madrid, Spain) using
bovine serum albumin as standard (0.1–1.6mg/mL). Results were ex-
pressed as mg of soluble protein/g of soluble fraction.
Peptide concentration of soluble fractions was measured by Pierce
Quantitative Colorimetric Peptide Assay (Fisher Scientiﬁc, Madrid,
Spain) in sample permeates obtained by ultraﬁltration through cellu-
lose membranes of 10 kDa pore size (Millipore, Madrid, Spain). Results
were expressed as mg of peptides/g of soluble fraction.
Total phenolic content of lentil soluble fractions was determined
using Folin-Ciocalteu’s reagent (Singleton, Orthofer, & Lamuela-
Raventós, 1999). An aliquot of 100 μL of diluted sample was mixed with
625 μL of distilled water, 250 μL of 7.5% (w/v) sodium carbonate and
25 μL of 2 N Folin-Ciocalteu’s phenol reagent. Reaction mixtures were
incubated at room temperature for 2 h in darkness. The absorbance was
measured at 739 nm using a microplate reader Synergy HT (BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA) controlled by the Gen 5™ Version 1.1
software (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). A gallic acid stan-
dard curve with a linear range (0–225 µg/mL) was prepared from a
freshly made 1mg/mL stock solution. Results were expressed as mg of
gallic acid equivalents (GAE)/g of soluble fraction.
2.4. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE)
Protein proﬁles of lentil soluble fractions were analyzed by SDS-
PAGE. Electrophoresis was carried out loading 20 µg of protein/well on
NuPAGE® Novex 4–12% Bis-Tris Gels (Invitrogen, Madrid, Spain). Gels
were placed in XCell-sure lock Mini-Cell (Invitrogen, Madrid, Spain)
and run under reducing conditions at 200 V. NuPAGE® MES-SDS and
NuPAGE® LDS (Invitrogen, Madrid, Spain) were used as running and
sample buﬀers, respectively. Gels were stained with SimplyBlue
SafeStain (Invitrogen, Madrid, Spain) for 1 h and distained in deionized
water for 2 h. The molecular weight of poly- and oligopeptides was
determined by comparison with the molecular weight marker Novex®
Sharp Prestained Protein Standard (Invitrogen, Madrid, Spain) con-
taining proteins from 3.5 to 260 kDa.
2.5. Determination of radical scavenging activity
Radical scavenging activity of lentil soluble fractions was evaluated
by ﬂuorescence using the oxygen radical absorbance capacity (ORAC)
method as described previously (García-Mora et al., 2017). Fluores-
cence was measured in a microplate reader Synergy HT (BioTek In-
struments, Winooski, VT, USA) at emission and excitation wavelengths
of 520 nm and 485 nm, respectively. A Trolox standard curve with a
linear concentration range (0–160 µM) was prepared from a freshly
made 1mM stock solution. Results were expressed as mM of Trolox
equivalents (TE)/g of soluble fraction.
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2.6. ACE inhibitory activity
For ACE inhibitory activity, 3 kDa permeates (0.5 mg/mL ﬁnal
concentration) were assayed following a previously described method
(Garcia-Mora, Peñas, Frias, & Martinez-Villaluenga, 2014). Permeates
were obtained by ultraﬁltration of samples through cellulose mem-
branes of 3 kDa pore size (Millipore, Billerica, MA, USA). Fluorescence
was read every minute for 30min at emission and excitation wave-
lengths of 335 and 405 nm, respectively, in a microplate reader Synergy
HT (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). The results are presented
as percent inhibition relative to the negative control having 100% en-
zymatic activity. IC50 values (concentration of sample in mg/mL that
inhibits 50% of the ACE activity) were calculated for the most active
fermented samples plotting the non-linear regression sigmoidal dose-
response curves in GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software Inc., San
Diego).
2.7. α-Glucosidase inhibitory activity
For α-glucosidase inhibition assay (Vilcacundo, Martínez-
Villaluenga, & Hernández-Ledesma, 2017), 100 µL of soluble fraction
from fermented lentil (1 mg/mL), positive control (1 mM acarbose) or
negative control (distilled water) was added to 50 µL of rat intestine α-
glucosidase (1 U/mL in 0.1 M maleate buﬀer pH 6.9). Test tubes were
incubated at 37 °C for 5min. After pre-incubation, 50 µL of substrate
(20mM sucrose) was added to each tube. The reaction mixtures were
incubated using a thermomixer (Eppendorf Iberica, Madrid, Spain) at
37 °C and a shaking speed of 1000 rpm for 30min. Finally, reaction was
stopped placing the tubes in a 100 °C water bath for 5min. Supernatants
were collected by centrifugation at 20 °C, 12,000×g for 5min and
stored at−20 °C until glucose quantiﬁcation. Glucose concentration of
reaction mixtures was determined using the Amplex® Red glucose/
glucose oxidase assay kit (Invitrogen, Madrid, Spain). Absorbance was
measured using a Synergy HT plate reader (BioTek Instruments, Wi-
nooski, VT, USA) at 560 nm. Glucose concentration was calculated
using a linear standard curve (0–200 µM) from a freshly prepared
400mM stock solution. Percent inhibition was calculated relative to the
negative control having 100% enzymatic activity.
2.8. Lipase inhibitory activity
The ability of the fractions to inhibit porcine pancreatic lipase was
evaluated using a previously reported method (Kim et al., 2010) with
minor modiﬁcations. Brieﬂy, 20 μL of fermented lentil (2 mg/mL), po-
sitive control (10mM orlistat), or negative control (distilled water) was
mixed with 20 μL of pancreatic lipase solution (20mg in 1mL of 10mM
3-morpholinopropane-1-sulfonic acid and 1mM 2,2′,2″,2‴-(ethane-1,2-
diyldinitrilo)tetraacetic acid, pH 6.8) and 195 μL Tris buﬀer (100mM
Tris–HC1 and 5mM CaCl2, pH 7.0). Test tubes were placed in a ther-
momixer (Eppendorf Iberica, Madrid, Spain) and incubated at 37 °C for
15min. The enzymatic reactions were started by addition of 5 μL of the
substrate solution (10mM p-nitrophenyl butyrate in dimethylsulfoxide)
and were incubated at 37 °C for 30min. Lipase activity was determined
by measuring the hydrolysis of p-nitrophenyl butyrate to p-nitrophenol
at 405 nm using a microplate reader Synergy HT (BioTek Instruments,
Winooski, VT, USA). Percent inhibition was calculated relative to the
negative control having 100% enzymatic activity.
2.9. Anti-inﬂammatory activity
2.9.1. Cell culture
The murine macrophage cell line RAW 264.7 was obtained from the
American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA) and cultured in
Dulbecco’s modiﬁed Eagles’s medium (Lonza, Madrid, Spain) supple-
mented with 10% fetal bovine serum (Lonza, Madrid, Spain) and 1%
penicillin/streptomycin (5000 U/mL, Lonza, Madrid, Spain). Cells were
plated at densities of 1×106 cells in 75 cm2 culture ﬂasks and main-
tained at 37 °C under 5% CO2 in a humidiﬁed incubator until 90%
conﬂuence. The culture medium was changed every 2 days. Before a
conﬂuent monolayer appeared, subculturing cell process was carried
out.
2.9.2. Cell viability
Cell viability was determined by using the Cell Titer 96® AQueous
One Solution Proliferation Assay kit. RAW264.7 cells were seeded in
96-well plates (5×104 cells/well) and allowed to adhere for 24 h. Cells
were exposed to serum-free medium containing 0.5mg/mL of fer-
mented lentil soluble fraction and incubated at 37 °C for 24 h. Control
cells (non-treated) were incubated in serum-free medium. After in-
cubation period, the medium was replaced by 100 μL of serum-free
medium and 20 μL of Cell Titer 96®. After 1 h of incubation, absorbance
was read at 515 nm in a microplate reader Synergy HT (BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA). The viability was calculated con-
sidering the viability of control cells as 100%.
2.9.3. Quantiﬁcation of nitric oxide (NO)
For inﬂammatory experiments, 5× 104 cells/well were seeded in a
96-well plate. Nitrite accumulation, and indicator of NO synthesis, was
measured in the culture medium of treated and control cells by the
Griess reaction (Green et al., 1982). After 24 h of incubation, the
medium was removed, cells were washed with 200 µL Dulbecco’s
phosphate buﬀer saline and treated with 0.5mg/mL soluble fractions of
fermented lentil and 100 ng/mL lipopolysaccharide (LPS) from Escher-
ichia coli O55:B5 for 24 h. Control cells were incubated in serum-free
medium for 24 h. Finally, cell culture medium was collected and stored
at−20 °C for NO quantiﬁcation. Brieﬂy, 100 μL of cell culture medium
was plated in 96-well plate and an equal amount of Griess reagent
constituted by 1% (w/v) sulfanilamide and 0.1% (w/v) N-1-(naphthyl)
ethylenediamine-diHCl in 2.5% (v/v) H3PO4, was added. The plate was
incubated for 5min and the absorbance measured at 550 nm in a Sy-
nergy HT microplate reader (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA).
The amount of NO was calculated using a sodium nitrite standard curve
(0–10 µg/mL). Percent inhibition was calculated relative to control cells
stimulated with 100 ng/mL LPS.
2.10. Experimental design and statistical analysis
A face-centered composite rotational design was employed to in-
vestigate the eﬀects of two independent variables (pH and fermentation
time) on eight response variables (protein and peptide content, total
phenolic content, antioxidant activity, ACE-, α-glucosidase- and lipase-
inhibitory activities, and inhibition of NO production in RAW 264.7
macrophages). RSM was also used to determine the optimum conditions
for pH-controlled fermentation of lentil ﬂour. Design of experiment
(DOE) function in Statistica v7.0 (Statsoft, CA, USA) was used for ex-
perimental design. A two-level-two factor design was applied resulting
in 10 experimental runs. The lowest, low, center point, high and highest
levels of each variable were coded as −α, −1, 0, +1 and +α, re-
spectively (Table 1). In order to correlate the response variable to the
independent variables, multiple regression analysis was performed on
the data to ﬁt the coeﬃcient of the second-order polynomial model of
the response. The correlation between response and the selected factors
can be expressed by a quadratic equation [Eq. (1)]:
∑ ∑ ∑= + + +
= = ⩽ ⩽












where Y represents the response variable, β0 is the intercept, and Xi and
Xj are the independent variables. The terms βi, βii and βij are the re-
gression coeﬃcients of the linear, quadratic and interaction parameters.
The adequacy of the models was determined by the coeﬃcient of de-
termination (R2) and adjusted R2, the F-test value (F-value) and the
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signiﬁcance level at p < .05 obtained from the analysis of variance
(ANOVA).
A simultaneous optimization of all responses was performed to
achieve a minimum content of protein and maximum content of pep-
tides, soluble phenolics and biological activities of fermented lentil. The
simultaneous optimization was performed by the desirability approach.
For these purpose, the models for all responses were combined and
condensed to overall Desirability Function using Statistica v.7.0. For
veriﬁcation of the calculated optimal fermentation conditions predicted
values were compared with experimental values.
Experimental data shown in Tables 1 and 3 represent the mean and
standard deviation of three independent experiments. Values in Tables
1 and 3 were subjected to one-way ANOVA to compare mean values
between fermented and non-fermented lentil using Statgraphics 5.0
(Statistical Graphics Corporation, Rockville, MD, USA). Comparison
between groups was performed using Duncan’s multiple-range test, and
diﬀerences were considered signiﬁcant at p≤ .05.
3. Results and discussion
3.1. Response surface models data ﬁtting and statistical analysis
In order to know whether fermentation pH and time were factors
signiﬁcantly aﬀecting protein, peptides, phenolic compounds and bio-
logical activities (antioxidant, ACE-, α-glucosidase-, pancreatic lipase-
inhibitory and anti-inﬂammatory activities) of lentil soluble fraction,
the experimental design shown in Table 1 was performed.
Table 1 shows a wide variability among the average response values
as function of the parameter settings of the experiments
(245.8–813.9 mg protein/g, 162.5–378.5mg peptide/g, 40.1–74.7mg
GAE/g, 338.5–582.2 mM TE/g, 46.6–95.2% inhibition of ACE, non
detected-89.4% inhibition of intestinal α-glucosidase, 35.8–57.4% in-
hibition of pancreatic lipase and 33.6–50.3% inhibition of NO pro-
duction in LPS-induced macrophages). These results indicated that
fermentation conditions have a noticeable impact on the composition
and biological activities of the soluble fraction of fermented lentil.
To study the eﬀect of fermentation parameters on the soluble frac-
tion composition and biological activities of fermented lentil, experi-
mental data of each dependent variable (Table 1) were submitted to
ANOVA and regression analysis. The estimated linear, quadratic and
interaction coeﬃcients of equations are shown in Table 2. Experimental
values for intestinal α-glucosidase inhibition were insuﬃcient to get a
regression model, therefore this response variable is not shown in
Table 2. Linear, quadratic and interaction coeﬃcients with signiﬁcant
probability value (p≤ .05) were included in the regression equations.
According to ANOVA results (Table 2), the empirical polynomial re-
gression models [Eqs. (2)–(8)] for all response variables used to ﬁt the
data are shown below:
= − + − +
+







= + + + −Peptides (mg/g) 3659.45 990.35X 70.51X 9.29X 0.22X1 12 2 22 (3)
= + +
− +






= + + −ORAC (mM TE/g) 9975.33 2613.08X 176.64X 0.13X1 12 22 (5)
= − + −ACE inhibition (%) 1159.02 291.61X 19.42X 0.10X1 12 22 (6)
= − + − −
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= − + + −NO inhibition (%) 368.60 92.64X 6.49X 3.42X 0.49X X1 12 2 1 2 (8)
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positive coeﬃcients for the model components indicate the favorable
and unfavorable eﬀects on each dependent variable, respectively.
To avoid poor response surface results, the adequacy and ﬁtness of
the models were checked using regression analysis and ANOVA. In
general, ANOVA results conﬁrmed that the equations can eﬃciently
depict the relationship between independent and dependent variables
(Table 2). The F-value, ratio of the regression mean square and real
error mean, indicate the eﬀect of the individual controlled factor on the
model. F-values with a very low probability value (p < .0001) show
that the deviation in the responses could be explained by the regression
equation, indicating that all models were signiﬁcant (p≤ .05), with the
exception of the model for antiinﬂammatory activity (p= .014).
The adequacy and suitability of the models were checked by the
coeﬃcient of determination values. Acceptable R2 were obtained for
most of the models including protein (0.96), peptide (0.85), phenolic
compounds (0.91), antioxidant activity (0.89), ACE inhibition (0.88),
and lipase inhibition (0.79) (Table 2). These values indicated that at
least 80% of experimental data suit the model. The R2 adjusted-values
for protein (0.95), peptides (0.83), phenolic compounds (0.91), ORAC
(0.89), ACE inhibition (0.87) and lipase inhibition (0.76) denoted high
correlation of the observed and predicted values. The quadratic model
for NO inhibition (R2 and R2 adjusted values of 0.37 and 0.26, re-
spectively) was poor, therefore, this model was not used to interpret the
impact of pH and time on the anti-inﬂammatory activity of fermented
lentil soluble fraction nor in computing predicted values at optimal
fermentation conditions.
3.2. Eﬀect of fermentation time and pH on soluble protein, peptides and
phenolic compounds
The signiﬁcant eﬀects of fermentation pH and time (linear and
quadratic) and their interactions on response variables can be observed
from the Pareto charts (Fig. 1A–F). Three dimensional surface graphs of
the signiﬁcant mutual interaction of pH and time and their optimum
levels are shown in Fig. 2A–F.
Soluble protein content was mainly aﬀected by linear eﬀects of time
and pH although quadratic and interaction eﬀects were also signiﬁcant
(p < .0001, Fig. 1A). The protein content was reduced by increasing
time (Fig. 2A), which is attributed to proteolysis and generation of
peptides and free amino acids by the action of Savinase (Garcia-Mora
et al., 2014) and L. plantarum proteolytic system (De Angelis, Calasso,
Cavallo, Di Cagno, & Gobbetti, 2016). Conversely, soluble protein
content increased with higher pH values (Fig. 2A) due to the increased
solubility of lentil proteins at pH 8–12 (Limón, Peñas, Martínez-
Villaluenga, & Frias, 2014).
Fermentation pH was the most dominant factor aﬀecting the pep-
tide content of fermented lentil (Fig. 1B). Linear and quadratic eﬀects of
pH had a signiﬁcantly positive inﬂuence on peptide content while the
quadratic eﬀect of time has a negative impact (p < .0001, Fig. 1B).
Peptide content increased signiﬁcantly at higher pH values. This result
suggests a higher proteolytic eﬃciency at alkaline pH which is con-
sistent with the optimum protease activity of Savinase at pH 8 (Garcia-
Mora, Peñas, Frias, Gomez, & Martinez-Villaluenga, 2015; Garcia-Mora
et al., 2014). Peptide content increased along with fermentation time
reaching a maximum at 20 h, after which peptide content decreased
(Fig. 2B).
Proteolytic eﬃciency at experimental fermentation conditions was
further conﬁrmed by SDS-PAGE. Fig. 3 shows the protein proﬁles of
untreated lentil ﬂour and fermented lentil by L. plantarum and Savinase
at diﬀerent pH and time. Untreated lentil ﬂour (Fig. 3, lane 1) showed a
similar protein proﬁle to that previously reported (Garcia-Mora et al.,
2014) composed of nine predominant polypeptides (bands A–J) with
estimated molecular weights (MW) ranging from 14 to 90 kDa likely
corresponding to lipoxygenase isoforms (bands A and B, lane 1) and
subunits of 7S (bands C, D, E and F) and 11S globulins (bands G, H, I
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Savinase (lanes 2–9) led to an extensive proteolysis and protein de-
gradation, which was reﬂected in the disappearance or loss of intensity
of the main protein bands, along with the appearance of low MW
protein fragments (3.5–15 kDa). Protein degradation increased as
function of time regardless the pH in which fermentation was per-
formed. Moreover, pH aﬀected proteolytic eﬃciency of enzymes during
fermentation. Lentil fermentation at pH above 8 (lanes 7, 8 and 9)
showed a faster protein degradation and generation of low MW protein
fragments compared to fermentation at pH 6 (lanes 2, 3 and 4) and pH 7
(lanes 5 and 6). These results conﬁrmed a higher proteolytic eﬃciency
during lentil fermentation at pH 8–8.5.
Total phenolic content in the soluble fraction was positively aﬀected
Fig. 1. Pareto charts of standardized eﬀect estimates (absolute value) for (A) protein content (mg/g soluble fraction), (B) peptide content (mg/g soluble fraction), (C) phenolic compounds
(mg GAE/g soluble fraction, (D) Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) (mM TE/g soluble fraction), (E) Angiotensin I-converting enzyme (ACE) inhibitory activity (% inhibition),
(F) pancreatic lipase inhibitory activity (% inhibition). L: linear eﬀect; Q: quadratic eﬀect; 1L by 2L: interaction eﬀect.
Fig. 2. Response surface 3D contour plots for combined eﬀect of fermentation pH and time on (A) protein content, (B) peptides content, (C) phenolic compounds content, (D) Oxygen
radical absorbance capacity (ORAC), (E) Angiotensin I-converting enzyme (ACE) inhibitory activity, (F) lipase inhibitory activity of the soluble fraction of fermented lentil.
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by linear and quadratic eﬀects of pH (p < .05, Fig. 1C). Similar to
peptide content, soluble fraction had a higher concentration of phenolic
compounds when fermentation was carried out at higher pH (Fig. 2C).
The increase of phenolic compounds in the soluble fraction of fer-
mented lentil could be related to the enzymatic and non-enzymatic
release of bound phenolic compounds (Chandrasekara & Shahidi,
2010). Limon et al. (2015) observed that phenolic compound solubility
is pH-dependent, being higher at pH 8–12. Alkaline conditions favor the
hydrolysis of linkages between phenolic compounds and poly-
saccharides of the cell wall (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe, & Serna-
Saldívar, 2014). On the other hand, L. plantarum produces carbohy-
drolases, β-glucosidases and a broad range of esterases which are highly
speciﬁc and eﬀective in releasing bound phenolic compounds that are
cross-linked with cellulose and hemicelluloses in plant cell wall matrix,
linked to glucosides or esteriﬁed to arabinoxylans and pectin, respec-
tively (Esteban-Torres et al., 2016). Activity of these enzymes is similar
at neutral and mild alkaline conditions (Esteban-Torres et al., 2015;
Sestelo, Poza, & Villa, 2004). In addition, Savinase was characterized to
have esterase activity at pH 8 (Garcia-Mora et al., 2015), therefore,
Savinase could contribute to the increased soluble phenolic content of
fermented lentil in mild alkaline conditions.
3.3. Eﬀect of fermentation time and pH on biological activity of lentil
Oxidative stress generated by an overproduction of reactive oxygen
species (ROS) has been linked to the promotion of inﬂammation pro-
cesses and MetS (Greene et al., 2011). Fermentation pH was the main
factor aﬀecting the antioxidant activity of lentil soluble fraction. Fig. 1D
shows that pH had positive linear and quadratic eﬀects on antioxidant
activity (p < .0001) while quadratic eﬀect of time showed a negative
inﬂuence (p < .05). Antioxidant activity decayed up to pH 7.5 from
which it increased gradually to reach a maximum value at pH 8.5
(Fig. 2D). As shown in Fig. 2D, time had no linear eﬀect on antioxidant
activity in contrast with previous ﬁndings showing that antioxidant
activity of casein hydrolysates is higher at longer hydrolysis time
(Nongonierma, Maux, Esteveny, & FitzGerald, 2017). The increased
antioxidant activity of fermented lentil at alkaline conditions might be
attributed to the higher content of soluble phenolics and peptides in the
soluble fraction. Lentil proteolysis using Savinase at pH 8.5 produces
peptides with the ability to scavenge peroxyl radicals (García-Mora
et al., 2017). In addition, alkaline pH favors the non-enzymatic release
of bound phenolic compounds, a fact that is related to higher soluble
phenolic content and antioxidant activity in fermented lentil. Both
peptides and phenolic compounds have shown to elicit synergistic an-
tioxidant activity as recently reported by Cao and Xiong (2017) for
whey protein hydrolysate, gallic acid and epigallocatechin gallate
mixtures. On the other hand, pH could inﬂuence the antioxidant ac-
tivity during lentil fermentation by changing the structure of the phe-
nolic compounds. Catechins, one of the predominant phenolic com-
pounds in lentils, enhance its electron-donating ability upon
deprotonation with increasing pH values (Muzolf, Szymusiak,
Gliszczynska-Swiglo, Rietjens, & Tyrakowska, 2008).
ACE indirectly increases blood pressure by causing blood vessels to
constrict. The inhibition of ACE is considered to be one of the most
eﬀective strategies for managing hypertension and attenuate the pro-
gression of MetS. Peptides and phenolic compounds are considered to
be the main compounds in lentil displaying ACE-inhibitory activity
(García-Mora et al., 2017; Mamilla & Mishra, 2017). Fermentation time
had a negative quadratic inﬂuence on ACE-inhibitory activity of soluble
fraction (p < .0001, Fig. 1E). ACE-inhibitory activity increased up to
16 h, time after which begins to decay (Fig. 2E). This trend is consistent
with a previous study in which longer hydrolysis times caused the de-
gradation of ACE-inhibitory peptides in lentil hydrolysates (Garcia-
Mora et al., 2014). In contrast, pH had a signiﬁcantly positive impact on
the antihypertensive potential of fermented lentil which reached a
maximum value when fermentation was performed at pH 8.5 (Fig. 2E).
This eﬀect could be explained by the higher hydrolytic eﬃciency on
proteins and bound phenolics that take place at alkaline pH.
The inhibition of α-glucosidase reduces intestinal digestion of dis-
accharides and further absorption of glucose, consequently controlling
the postprandial glycemic response (Tan, Chang, & Zhang, 2017). Dif-
ferences in terms of the α-glucosidase inhibitory activity of fermented
lentil were observed (Table 1). The α-glucosidase inhibitory activity of
0.5 mg/mL of fermented lentil ranged from 0 to 89% for sucrose hy-
drolysis. Experimental data did not ﬁt the regression model; therefore,
diﬀerences on α-glucosidase inhibitory activity could not be explained
Fig. 3. Sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE) under denaturing conditions of un-
treated lentil ﬂour (lane 1) and fermented lentil by L.
plantarum and Savinase at pH 6.8 for 5.5 h (lane 2); pH 6.5
for 15 h (lane 3) pH 6.8 for 25.5 h (lane 4); pH 7.5 for 30 h
(lane 5); pH 7.5 for 15 h (lane 6); pH 8.2 for 5.5 h (lane 7);
pH 8.5 for 15 h (lane 8); pH 8.2 for 25.5 h (lane 9). MW:
prestained molecular weight marker.
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Fig. 4. (A) Desirability function proﬁle for protein, peptide and phenolic content, Oxygen radical absorbance capacity (ORAC), Angiotensin I-converting enzyme (ACE)-inhibitory, and
lipase inhibitory activities of soluble fraction of fermented lentil. (B) Bidimensional contour plot for desirability as function of fermentation pH and time.
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as function of fermentation pH and time. Additional parameters (e.g.
temperature, enzyme/ﬂour ratio, inoculum size) may be studied in
order to further identify those that have a signiﬁcant impact in α-glu-
cosidase activity. Zhang et al. (2015) evaluated the α-glucosidase in-
hibitory activity of phenolic extracts from 20 Canadian lentil cultivars.
Results from this study demonstrated that only ﬂavonols were able to
inhibit intestinal α-glucosidase. On the basis of the study of Zhang et al.
(2015), diﬀerences on the α-glucosidase inhibitory activity observed in
our study among fermentation conditions could be due to variations on
the ﬂavonol content.
Pancreatic lipase, a key enzyme responsible for triglyceride ab-
sorption in the small intestine, is secreted from the pancreas and hy-
drolyses triglyceride into glycerol and fatty acids (Buchholz & Melzig,
2015). Suppression and delay of triglyceride digestion and absorption
through inhibition of lipase are a key approach to the control of hy-
perlipidaemia and obesity, both components of the MetS. Lipase-in-
hibitory activity of lentil varied depending on fermentation conditions.
The linear, quadratic and interaction eﬀects of fermentation pH and
time were signiﬁcant (p < .05, Fig. 1F). The parameter showing the
highest impact was pH, which negatively inﬂuenced the lipase-in-
hibitory activity of fermented lentil (Fig. 1F). Similarly, interaction of
both fermentation parameters had a negative impact on pancreatic li-
pase inhibition. In contrast, linear and quadratic terms of time and
quadratic term of pH showed a positive eﬀect. The inhibitory eﬀects on
pancreatic lipase activity of polyphenol-rich extracts have been re-
ported in previous studies (Buchholz & Melzig, 2015). Lipase inhibitory
activity of lentil has been associated to ﬂavonols such as kaempferol
and quercetin aglycones and glycosides (Zhang et al., 2015). Con-
sidering that ﬂavonols become unstable under neutral and alkaline
conditions (Li et al., 2016), it was consistent to reach the maximum
lipase inhibitory activity (80%) at longer fermentation times (above
30 h) and lower pH values (6.4) (Fig. 2F).
MetS is characterized by a chronic inﬂammation grade below the
threshold of pain, which raises the concentration of inﬂammatory
markers in the systemic circulation (Martínez-Larrad et al., 2016). Be-
cause NO is an important mediator involved in multiple inﬂammatory
pathways, inhibition of its production by bioactive components is a
clear indication of antiinﬂammatory activity (Sharma, Al-Omran, &
Parvathy, 2007). Cell treatments with soluble fraction of fermented
lentil (0.5 mg/mL) did not aﬀect RAW264.7 cells viability (data not
shown) and reduced signiﬁcantly the secretion of NO by LPS-stimulated
RAW267.4 macrophages (33.5–50.2% inhibition) compared to control
cells (Table 1). Statistical diﬀerences in the antiinﬂammatory potential
of fermented lentil produced at diﬀerent pH and time were observed. It
is relevant to notice that maximum antiinﬂammatory activity in fer-
mented lentil was reached at pH 6.5 for 15 h. Considering that the re-
gression model for anti-inﬂammatory activity [Eq. (8)] was not statis-
tically signiﬁcant (Table 2) relationships between fermentation
parameters (pH and time) and antiinﬂammatory activity of fermented
lentil could not be established. Based on these results, additional pro-
cessing parameters should be further studied. There is evidence
showing that ﬂavonols (kaempferol, quercetin and their derivatives) are
the most potent antiinﬂammatory compounds in lentil soluble extracts.
These ﬂavonoids inhibit the mRNA expression of proinﬂammatory cy-
tokines including TNF-α, IL6 and IL1β in vivo (Zhang et al., 2017) and
hinder NO production induced by LPS in RAW264.7 cells, thereby
lowering inﬂammatory response (Devi et al., 2015). Based on the lit-
erature, the highest antiinﬂammatory activity found in fermented lentil
at pH 6.5 and 15 h (50% inhibition) could be related to the higher
stability of ﬂavonols at those fermentation conditions (Li et al., 2016).
Previous studies have attributed the antiinﬂammatory activity of pro-
tein hydrolysates to speciﬁc bioactive peptides (López-Barrios, Antunes-
Ricardo, & Gutiérrez-Uribe, 2016); however, anti-inﬂammatory pep-
tides derived from lentil proteins have not been identiﬁed so far.
3.4. Multivariate optimization of fermentation parameters and validation of
predictive models
Response and desirability proﬁling were performed to determine the
levels of the independent variables that produce the most desirable
predicted values for peptide, phenolic compounds and biological ac-
tivities of the soluble fraction of fermented lentil by using desirability
function (Fig. 4A). The optimal condition of lentil fermentation was
ascertained to obtain the lowest soluble protein content and the highest
peptides and phenolic contents, antioxidant, ACE and pancreatic lipase
inhibitory activities. Based on this criterion, lentil fermentation at pH
8.5 for 11.63 h with an overall desirability of 0.66 was predicted to
produce 693.1mg protein, 368.3mg peptides, 75.7 mg GAE and
561.1 mM TE per gramme of soluble fraction. Moreover, soluble frac-
tion of fermented lentil produced in the optimal conditions inhibited
ACE by 95.85% at 0.5mg/mL (IC50= 0.14mg/mL) and pancreatic li-
pase by 39.34% inhibition at 2.0 mg/mL. The overall performance of
fermented lentil produced in optimal conditions using L. plantarum and
Savinase was improved compared to our previous studies focused on
uncontrolled pH fermentation of lentil using L. plantarum (30mg GAE/
g, 300mM TE/g and IC50 for ACE inhibition of 0.20mg/mL) and lentil
protein hydrolysis using Savinase (34mg peptides/g, 224mM TE/g and
IC50 value for ACE inhibition of 0.20mg/mL) (Garcia-Mora et al., 2014;
Torino et al., 2013).
The suitability of the established regression models for prediction of
response values was tested selecting a fermentation experiment within
the range of maximum desirability. Fermentation conditions with the
highest desirability value were pH 8.5–8.6 and 10–26 h (Fig. 4B). Based
on this observation, Table 3 shows predicted and experimental values at
pH 8.5 and 15 h and their comparison to non-fermented lentil soluble
fraction at pH 8.5. Experimental values were similar to predicted va-
lues, which indicated that empirical models are suitable for the che-
mical and biological characterization of fermented lentil and optimi-
zation of pH-controlled fermentation using L. plantarum and Savinase.
As compared to water soluble extract obtained from non-fermented
lentil at pH 8.5, lentil fermentation at pH 8.5 for 15 h provided 6.0, 1.3,
1.9, 4.8, 53.2, and 2.5-fold higher levels of peptides, soluble phenolic
compounds, antioxidant, ACE-inhibitory and α-glucosidase-inhibitory
and anti-inﬂammatory activities (Table 3). Moreover, 74% of initial
lipase inhibitory activity of lentil soluble fraction was retained after
fermentation in mild alkaline conditions for 15 h.
4. Conclusions
This is the ﬁrst study that has employed a RSM approach during
Table 3
Predicted and experimental response values at optimal fermentation conditions in com-




Protein (mg/g) 616.64 625.30 ± 22.49a 824.70 ± 50.63b
Peptides (mg/g) 363.79 378.47 ± 15.04b 63.10 ± 2.81a
Phenolic compounds
(mg GAE/g)
72.25 74.69 ± 0.83b 56.40 ± 0.24a
ORAC (mM TE/g) 566.37 582.21 ± 18.32b 302.70 ± 25.58a
ACE inhibition (%) 94.89 95.18 ± 18.32b 19.65 ± 2.88a
α-Glucosidase
inhibition (%)
– 53.24 ± 8.72a 81.11 ± 5.015b
Lipase inhibition (%) 36.93 37.50 ± 1.29a 50.58 ± 7.09b
Inhibition of NO
production (%)
– 35.18 ± 5.07b 13.94 ± 2.42a
Data are the mean ± standard deviation of three replicates. Diﬀerent lowercase letters
indicate statistical diﬀerences between control and fermented lentil soluble fractions at
optimal conditions (p < .05, Duncan test). ORAC: oxygen radical absorbance capacity;
ACE: angiotensin I converting enzyme; NO: nitric oxide.
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fermentation and enzymatic hydrolysis of lentil proteins with the ob-
jective to optimize the generation of peptides and soluble phenolics
displaying an array of relevant bioactivities to attenuate the cardio-
metabolic risk factors of MetS. The two main fermentation parameters
(pH and time) had an eﬀect on proteins, peptides and phenolic contents
as well as on potential antioxidant, antihypertensive, hypoglycemic,
hypolypidemic and antiinﬂammatory activities of fermented lentil.
Fermentation pH is the main factor aﬀecting positively to peptides,
soluble phenolic compounds and antioxidant activity whereas it has a
negative impact on lipase inhibitory activity. Fermentation time has a
dominant positive eﬀect on protein hydrolysis whereas aﬀects nega-
tively ACE inhibitory activity of fermented lentil. In contrast, fermen-
tation parameters having an impact on α-glucosidase inhibitory and
antiinﬂammatory activities were not identiﬁed. Optimal fermentation
conditions were pH 8.5 and 11.6 h yielding a combination of desirable
levels of peptides, soluble phenolic and bioactivities. These ﬁndings
encourage the implementation of pH-controlled fermentation using L.
plantarum and Savinase for the production of bioactive compounds and
enhancement of lentil functional properties and may serve as a starting
point for innovation in the agri-food industry.
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4.3. CAPÍTULO  3.  Evaluación  del  escalado  del  proceso  de  fermentación  en  la  composición  y 
multifuncionalidad  del  ingrediente  de  lenteja  desarrollado.  Estudio  de  los  mecanismos  de 
acción antioxidante en un modelo celular de estrés oxidativo (publicación 4). 
Publicación 4. La fermentación de lenteja a escala de planta piloto protege frente al estrés oxidativo 







Tesis Doctoral  demostró  un  efecto  beneficioso  en  el metabolismo  de  lípidos,  glucosa  y  el  estrés 
oxidativo en ratas Zucker con SMet. Estos prometedores hallazgos  impulsaron el estudio del efecto 
del escalado del proceso de  fermentación e hidrólisis enzimática a nivel de planta piloto  sobre el 
contenido  de  compuestos  bioactivos  y  la  actividad  biológica  de  LF.  Además,  estudiamos  los 
mecanismos moleculares  por  los  cuales  el  digerido  gastrointestinal  de  LF  (DLF)  ejercía  un  efecto 
citoprotector frente al estrés oxidativo  inducido por terc‐butil hidroperóxido (t‐BHP) en macrófagos 
murinos RAW  264.7.  La  producción  a  escala  de  planta  piloto  redujo  los  contenidos  de  proteínas, 
péptidos y compuestos fenólicos en LF y su eficacia biológica global, con la excepción de la actividad 
antioxidante. DLF  inhibió  la citotoxicidad  inducida por  t‐BHP y  la acumulación  intracelular de ERO. 
Los mecanismos  de  acción  antioxidante  de  DLF  comprendían  la  activación  de  la  expresión  de  la 
enzima  catalasa mediante  la  fosforilación  de  proteínas  quinasas  activadas  por  estrés/Jun  amino‐
terminal quinasas  (SAPK/JNK) y  la  translocación nuclear de Nrf2. Con el objetivo de  identificar  los 
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A B S T R A C T
Fermented lentil (FL) produced using L. plantarum and Savinase in alkaline conditions relieves metabolic al-
terations and oxidative stress in Zucker rats with metabolic syndrome. Here, we investigated the eﬀect of up
scaling the fermentation process on chemical composition and biological activity of FL. Moreover, we studied the
molecular mechanisms by which FL exert a cytoprotective eﬀect against oxidative stress in tert-butyl hydro-
peroxide (t-BHP)-challenged RAW264.7 macrophages. Up-scale production reduced overall biological eﬀec-
tiveness of FL with the exception of inhibition of intracellular ROS generation. FL prevented t-BHP-induced
cytotoxicity and intracellular accumulation of reactive oxygen species through activation of catalase expression
via SAPK/JNK phosphorylation and Nrf2 nuclear translocation. Diﬀerent oligopeptides, phenolic acids and
ﬂavonols were identiﬁed as contributors of the observed eﬀects. To the best of our knowledge, we reported for
the ﬁrst time that FL attenuates oxidative stress cellular damage via activation of SAPK/JNK phosphorylation,
Nrf2 nuclear translocation and antioxidant enzymes expression.
1. Introduction
The exponential increase of people aﬀected by metabolic syndrome
(MetS) has led the scientiﬁc community to explore new lifestyle inter-
ventions that eﬀectively revert all components of this disease including
central obesity, dyslipemia, elevated plasma glucose, blood pressure
and insulin resistance (Grundy, 2016). Patients with MetS are more
prone to develop type 2 diabetes mellitus, cardiovascular diseases and
non-alcoholic fat liver disease (NAFLD). Impaired antioxidant status
and consequent development of oxidative stress are also intimately
related to MetS and its associated comorbidities (Zaki et al., 2018).
Reactive oxygen species (ROS) mediate various signaling networks
exerting cytotoxic eﬀects, such as peroxidation of lipids and phospho-
lipids and oxidative damage to proteins and DNA, leading to tissue
destruction (Zaki et al., 2018).
Legume interventions become a subject of increasing interest since
they have shown beneﬁcial properties related to the management of
MetS (Martínez, et al., 2016). Legume intake has positive eﬀects in-
cluding glycemia and lipemia decrease and improvement of insulin
sensitivity, weight management and satiety perception (Clark &
Duncan, 2017; Mollard et al., 2012). Beside ﬁber and oligosaccharides,
other bioactive compounds such as phenolic compounds and peptides
have emerged as contributors to the positive eﬀects of legume intake on
MetS (Padhi, Liu, Hernandez, Tsao, & Ramdath, 2017; Padhi &
Ramdath, 2017; Reverri et al., 2017). Health promoting properties of
phenolic compounds and bioactive peptides of legumes come from their
physiological eﬀects such as modulation of blood pressure as well as
glucose and lipid homeostasis given that they inhibit the activity of
angiotensin converting enzyme I (ACE), intestinal α-glucosidase, pan-
creatic α-amylase and lipase (Iwaniak, Darewicz, & Minkiewicz, 2018;
Zhang et al., 2015). They may also act as antioxidants providing pro-
tection against oxidative stress (García-Mora et al., 2017; Padhi et al.,
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Diﬀerent technological strategies including germination and fer-
mentation have been employed to exploit legumes as functional foods
for the management of MetS (Bautista-Exposito, Peñas, Silván, Frias &
Martínez-Villaluenga 2018; Kapravelou et al., 2017). We have recently
developed a laboratory scale fermentation in alkaline conditions with
Lactobacillus plantarum CECT 748 and the enzymatic preparation Savi-
nase 16 L to increase the bioavailability of bioactive peptides and
phenolics while enhancing the antioxidant, hypoglucemic, hypolipi-
demic, anti-inﬂammatory and anti-hypertensive activities of lentil (Lens
culinaris Medik. var. Castellana) (Bautista-Exposito, Peñas, Silván et al.,
2018). We demonstrated the individual eﬀect of Savinase, mainly
producing bioactive peptides, and L. plantarum responsible for the in-
creased concentrations of p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid and
kaempferol glucosides in the end-product (Bautista-Expósito, Peñas,
Dueñas, Silván, Frias, & Martínez-Villaluenga, 2018b). Due to this lentil
fermentation procedure is intended to be used for obtaining a new
functional ingredient against MetS, we have studied herein the eﬀect of
up scaling the process on bioactive peptides, phenolics and bioactivity
of the end-product.
The beneﬁcial eﬀects of fermented lentil (FL) developed by our
research group were recently validated in the obese Zucker rat ex-
perimental model of MetS and NAFLD (Martinez et al., 2018). Admin-
istration of FL eﬀectively reduced steatosis through the expression of
genes involved in hepatic β-oxidation. Moreover, FL improved glucose
and lipid metabolism and reduced lipid peroxidation in the liver of
Zucker rats through increased gene expression of nuclear factor-ery-
throid-2-related transcription factor-2 (Nrf2). This transcription factor
controls the expression of genes whose protein products are involved in
the detoxication and elimination of reactive oxidants and electrophilic
agents (Nguyen, Nioi, & Pickett, 2009). Since regulatory mechanisms of
Nfr2 activation by FL have not been elucidated yet, in this study, we
hypothesized that bioactive peptides and phenolic compounds present
in FL activate redox signaling networks, induce Nrf2 translocation to
the nucleus and subsequently the expression of antioxidant enzymes
that would contribute to reduction of intracellular ROS levels and cell
survival. To test this hypothesis, we performed in vitro experiments in
which we simulated the gastrointestinal digestion of FL in physiological
conditions and subsequently studied the antioxidant eﬀects and me-
chanism of action of FL digest (FLD) using tert-butyl hydroperoxide-
challenged RAW 264.7 cells as a model of oxidative stress.
The aims of this study were: i) to study the eﬀect of scale-up fer-
mentation process on the peptide and phenolic compounds yields and
bioactive properties of the end-product; ii) to evaluate the protective
role of FLD on tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) induced oxidative stress
in RAW 264.7 macrophages; iii) to elucidate the molecular mechanisms
involved in the protective eﬀect of FLD against oxidative stress; iv) to
characterize the peptide and phenolic proﬁles of FLD.
2. Material and methods
2.1. Materials
Lentil seeds (Lens culinaris Medik. var. Castellana) were obtained
from Semillas Iglesias S.A. (Salamanca, Spain). A commercial food
grade protease Savinase® 16 L (16 KNPU/g), an enzymatic preparation
of alkaline-serine protease from Bacillus spp. was provided by
Novozymes (Bagsvaerd, Denmark). L. plantarum CECT 748 was pur-
chased from the Spanish Type Culture Collection (Valencia, Spain).
2.2. Chemicals
ACE (EC 3.4.15.1), rat intestine α-glucosidase (EC 3.2.1.20), porcine
pancreatic lipase type II (EC 3.1.1.3), pepsin from porcine gastric mu-
cosa (EC 3.4.23.1), pancreatin from porcine pancreas (EC 232-468-9),
2,7-dichloroﬂuorescein diacetate (DCFDA) and t-BHP were purchased
from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Murine macrophage cell line RAW
264.7 was obtained from the American Type Culture Collection
(Rockville, MD, USA). High-glucose Dulbecco’s Modiﬁed Eagle’s
Medium (DMEM) and penicillin/streptomycin (10,000 U/mL) were
purchased from Lonza Group (Madrid, Spain). Fetal bovine serum (FBS)
was obtained from Hyclone (GE Healthcare, Logan, UT, USA). Primary
antibodies for Cu-Zn superoxide dismutase (SOD-1), catalase and β-
actin were obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA), rabbit transcriptional activator Nrf2, Lamin B1, stress-activated
protein kinases (SAPK)/Jun amino-terminal kinases (JNK) and phos-
phorylated SAPK/JNK in Thr183/Tyr185 were from Cell Signaling
Technologies (Danvers, MA, USA). Secondary antibodies [horseradish
peroxidase (HRP)-conjugate recombinant mouse immunoglobulin G
kappa (m-IgGκ) light chain binding protein and HRP-conjugate goat
anti-rabbit IgG (heavy and light chain)] were obtained from Santa Cruz
Biotechnology and Cell Signaling, respectively.
2.3. Scale-up of lentil ﬂour fermentation
To scale-up production, in this study FL was produced in a 30 L ﬁnal
volume using a 50 L BIOSTAT® D bioreactor (Sartorious, Barcelona,
Spain). Lentil ﬂour was suspended in autoclaved water (142.7 g ﬂour/
L), inoculated with Lactobacillus plantarum CECT 748 (2×108 CFU/L)
and simultaneously treated with Savinase 16 L (361mg/L lentil ﬂour
suspension). Treatment was performed at 37 °C and pH 8.0 (adjusted
using 20% KOH), continuous stirring speed of 300 rpm, without aera-
tion for 15 h. Flour suspension was centrifuged and the obtained soluble
fraction was frozen at −80 °C and freeze-dried using FreeZone 12 L
freeze-dryer (Labconco, Kansas, MO, USA).
2.4. Gastrointestinal digestion
FL was digested following an in vitro harmonized protocol that
reached an international consensual agreement (Minekus et al., 2014).
Brieﬂy, freeze-dried lentil samples were dissolved in water (700mg/
5mL) and, diluted with simulated gastric ﬂuid containing pepsin
(2000 U/mL in the ﬁnal mixture, ratio of 50:50, v/v). The mixture was
incubated at 37 °C in an orbital shaker at 150 rpm for 120min. The
enzymatic reaction was stopped by adjusting the pH at 7.0 with 1M
NaOH. Gastric phase was mixed with simulated intestinal ﬂuid con-
taining pancreatin (100 U trypsin activity/mL of ﬁnal mixture, ratio
50:50, v/v) and porcine bile extract (10mM in the ﬁnal mixture). In-
testinal digestion phase was carried out at 37 °C and 150 rpm for
120min. The enzymatic reaction was stopped at 85 °C for 10min. Di-
gestion was performed in duplicate. FLD was freeze dried and kept at
−20 °C in vacuum sealed plastic bags until further analysis.
2.5. Determination of total peptides and phenolic compounds
Peptide concentration was measured by Pierce Quantitative
Colorimetric Peptide Assay kit (Fisher Scientiﬁc, Madrid, Spain) in
permeates obtained by ultraﬁltration through cellulose membranes of
10 kDa pore size (Millipore, Billerica, MA). Results were expressed as
mg of peptides/g of soluble fraction. Total phenolic compounds were
determined using the Folin-Ciocalteau method as previously described
(Garcia-Mora et al., 2015). The absorbance was read at 690 nm using a
Synergy HT multi-well plate reader (BioTek, Winooski, VT, USA) and
the results were expressed as mg gallic acid equivalents (GAE)/g of
soluble fraction.
2.6. Peptides identiﬁcation
A peptidomic analysis was performed to identify the peptides pre-
sent in FLD. Twenty mg of freeze-dried sample were suspended in 1mL
of 0.1% triﬂuoroacetic acid (TFA) using and ultrasound bath. An ali-
quot (5 µL) was 5-fold diluted in 0.1% TFA. From this sample solution
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2.5 µL were puriﬁed using a reverse phase C18 ZipTip (Millipore
Corporation, MA, USA). Eluate was resuspended in 0.1% formic acid
(FA)/2% acetonitrile (ACN) and injected (4 µL) in an Easy liquid
chromatography 1000 nano system (Thermo Fisher Scientiﬁc, Madrid,
Spain) coupled to an ion source with nanoelectrospray LTQ-Orbitrap
Velos (Thermo Fisher Scientiﬁc, Madrid, Spain). For each analysis, the
sample was loaded into a precolumn Acclaim PepMap 100 (Thermo
Fisher Scientiﬁc, Madrid, Spain) and eluted in an AcclaimPepMap 100
C18 (250mm long, 75 µm inner diameter and 3 µm particle size;
Thermo Fisher Scientiﬁc, Madrid, Spain). The mobile phase ﬂow rate
was 250 nL/min using 0.1% FA in water (solvent A) and 0.1% FA in
ACN (solvent B). The gradient proﬁle was set as follows: 0%–35%
solvent B in 90min, 35%–45% solvent B in 10min, 45%–95% solvent B
in 5min; 95%–100% solvent B in 1min, 100% solvent B in 4min.
Mass spectrometry (MS) analysis was performed using a LTQ-
Orbitrap Velos working in the positive mode. For ionization, 2000 V of
liquid junction voltage and 270 °C capillary temperature was used. The
full scan method employed a m/z 400–2000 mass selection, an Orbitrap
resolution of 60,000 (at m/z 200), a target automatic gain control
(AGC) value of 3e6, and maximum injection times of 100ms. After the
survey scan, the 15 most intense precursor ions were selected for ion
fragmentation. Fragmentation was performed by collision-induced
dissociation in the ionic tramp using a normalized collision energy of
35%. MS/MS scans were acquired using a starting mass of m/z 100,
AGC target of 2e5, resolution of 17,500 (at m/z 200), intensity
threshold of 8e3, isolation window of 2m/z units and maximum in-
jection time of 100ms. Charge state screening was enabled to reject
unassigned, singly charged, and equal or more than seven protonated
ions. A dynamic exclusion time of 45 s was used to discriminate against
previously selected ions.
MS data were analyzed with Proteome Discoverer (version 1.4.1.14)
(Thermo Fisher Scientiﬁc, Madrid, Spain) using standardized work-
ﬂows. Mass spectra raw ﬁles were searched against Lens culinaris da-
tabase ﬁles (NCBI, 427 sequences protein entries) using SEQUEST
search engine. Precursor and fragment mass tolerance were set to
10 ppm and 0.5 Da, respectively. In the search parameters carbamido-
methylation of cysteines and methionine oxidation were established as
ﬁxed modiﬁcations. Identiﬁed peptides were ﬁltered using Percolator
algorithm with a q-value threshold of 0.01.
2.7. Quantiﬁcation and identiﬁcation of phenolic compounds
Freeze-dried FLD soluble fraction (50mg) was dissolved in 1mL
methanol:water (50:50, v/v). Sample solution was vortexed during
10min and subsequently, centrifuged at 10,000×g and 5 °C for 10min.
The supernatant was ﬁltered through 0.45 µm polytetraﬂuoroethylene
membrane (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Chromatographic analyses
were performed in an Agilent high performance liquid chromatography
(HPLC) 1100 series equipped with a G1312A binary pump, G1313 A
autosampler, G1315B photodiode array detector, controlled by the
Agilent software v. A.08.03 and G1322A degasser. Brieﬂy, sample
(20 μL) elution was carried out at a ﬂow rate of 1mL/min, on a Kinetex
column (5 μm, C18, 250×4.6mm; Phenomenex, Macclesﬁeld, UK),
with 1% FA in water (solvent A) and ACN (solvent B), starting with 5%
B and installing a gradient to obtain 60% B at 37min, 98% B at 40min
and 98% B at 42min. HPLC was coupled to an ion-trap mass spectro-
meter equipped with an electrospray ionization system (ESI). The
nebulizer pressure and ﬂow rate of nitrogen were 65.0 psi and 11 L/
min, respectively. The heated capillary and voltage were maintained at
350 °C and 3.5 kV, respectively. Mass scan and MS/MS daughter spectra
were measured from m/z 100 to 1200. Collision-induced fragmentation
experiments were performed in the ion trap using helium as the colli-
sion gas, and the collision energy was set at 50%. MS data were ac-
quired in the negative ionization mode. The phenolics compounds in
FLD were identiﬁed according to their UV spectrum, molecular mass,
daughter ions, and fragmentation pattern. For quantitative analysis,
calibration curves were prepared by injection of known concentrations
of diﬀerent standard compounds obtained from Extrasynthese (Genay
Cedex, France). Samples were analysed in duplicate. Data were ex-
pressed as µg/g of soluble fraction.
2.8. Angiotensin I converting enzyme inhibitory activity
ACE inhibitory activity was measured following a previously de-
scribed method (Garcia-Mora et al., 2015). Fluorescence was read every
minute for 30min at emission and excitation wavelengths of 335 and
405 nm, respectively, in a microplate reader Synergy HT (BioTek, Wi-
nooski, VT, USA). The results were expressed as percent inhibition re-
lative to the negative control having 100% enzymatic activity. All
samples were analyzed in duplicate. IC50 values (concentration of
sample in mg/mL that inhibits 50% of the ACE activity) were calculated
plotting the non-linear regression sigmoidal dose-response curves in
GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
2.9. α-Glucosidase inhibitory activity
α-Glucosidase sucrase and maltase inhibitory activities of FL
(1.7 mg/mL ﬁnal concentration) was determined following a previously
described method (Bautista-Exposito, Peñas, Silván et al., 2018). Glu-
cose concentration in the reaction mixture was determined using the
Amplex® Red glucose/glucose oxidase assay kit (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Absorbance was measured using a Synergy HT plate reader
(BioTek, Winooski, VT, USA) at 560 nm. Glucose concentration was
calculated using a linear standard curve (0–200 µM) from a freshly
prepared 400mM stock solution. All samples were analyzed in dupli-
cate. Percent inhibition of sucrase and maltase activity of intestinal α-
glucosidase in the presence of lentil samples was calculated relative to
the negative control having 100% enzyme activity.
2.10. Lipase inhibitory activity
The ability of FL (ﬁnal concentration of 2mg/mL) to inhibit porcine
pancreatic lipase was evaluated using a previously reported method
(Bautista-Exposito, Peñas, Silván et al., 2018). Lipase activity was de-
termined by measuring the hydrolysis of p-nitrophenyl butyrate to p-
nitrophenol at 405 nm using a microplate reader Synergy HT (BioTek,
Winooski, VT, USA). All samples were analyzed in duplicate. Percent
inhibition of lipase activity in the presence of lentil samples was cal-
culated relative to the negative control having 100% enzyme activity.
2.11. Oxygen radical absorbance capacity
Radical scavenging activity was evaluated by ﬂuorescence following
the oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay described pre-
viously (Bautista-Exposito, Peñas, Silván et al., 2018). Fluorescence was
measured in a Synergy HT microplate reader (BioTek, Winooski, VT,
USA) at emission and excitation wavelengths of 520 nm and 485 nm,
respectively. A Trolox standard curve with a linear concentration range
(0–160 µM) was prepared from a freshly made 1mM stock solution. All
samples were analyzed in duplicate. Results were expressed as mM of
Trolox Equivalents (TE)/g of soluble fraction.
2.12. Cell culture
In a previous in vivo study, it was demonstrated that fermented lentil
intervention was able to reduce lipid peroxidation in the liver of obese
Zucker rats with NAFLD by increased expression of Nfr2 (Martinez
et al., 2018). To get a deeper insight on the antioxidant mechanism of
action of FL described in the obese Zucker rat we decided to use a
murine cell model of oxidative stress. We selected a murine macro-
phage cell line, as pathophysiology of NAFLD is characterized by in-
ﬁltration of macrophages to the hepatic tissue increasing oxidative
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stress and inﬂammation (Dongiovanni, Lanti, Riso, & Valenti, 2016).
To test the cytoprotective eﬀect of FLD in stressful conditions, a
model of oxidative stress induced by a potent pro-oxidant was estab-
lished based on previous studies (Lv et al., 2017). RAW 264.7 murine
macrophages were cultured using DMEM supplemented with 10% FBS,
1% penicillin/streptomycin. Cells were maintained at a subconﬂuent
density in 75 cm2 tissue culture ﬂasks and incubated in a humidiﬁed 5%
CO2/95% air incubator at 37 °C. The culture medium was changed
every 2 days. In all experiments, cells were allowed to acclimate for
24 h before treatments.
2.13. Cell viability
RAW 264.7 cells were grown in 96-well plates (5×104 cells/well)
for 24 h and stimulated with t-BHP (0.05, 0.1, 1.0 and 2.5 mM) for an
additional 3 h. Additional experiments consisted of cell treatment with
FLD (50, 75 and 100 µg/mL) for 18 h or FLD (50, 75 and 100 µg/mL) for
18 h and with 2.5mM t-BHP for an additional 3 h. Each treatment was
performed in triplicate to conﬁrm reproducibility. Control cells in-
cubated in serum-free medium served as negative control. Cell viability
was determined using the Cell Titer 96® AQueous One Solution
Proliferation Assay kit from Promega (Madison, WI, USA). Medium was
removed, cells were washed with phosphate buﬀer saline (PBS) and
100 μL of serum-free medium were added. Thereafter, 20 μL of Cell
Titer 96® were added to each well for the quantiﬁcation of the living
metabolically active cells. After 45min of incubation, absorbance was
read at 515 nm employing a PowerWave™ XS microplate reader
(BioTek, Winooski, VT, USA). The viability was calculated considering
negative control (non-treated cells) as 100% viable.
2.14. Detection of intracellular ROS
Intracellular ROS were quantiﬁed by the dichloroﬂuorescein (DCF)
assay. Macrophages (2× 105 cells/well) were grown in clear bottom
black 24 well-plates for 24 h. Cells were washed with PBS and in-
cubated with 20 μM DCFDA for 30min. After that, cells were washed
with PBS and treated with t-BHP (0.05, 0.1, 1.0 and 2.5 mM) for an
additional 3 h. Additional experiments consisted of cell treatment with
FLD (50, 75 and 100 µg/mL) for 18 h or FLD (50, 75 and 100 µg/mL) for
18 h and 2.5 mM t-BHP for an additional 3 h. Each treatment was per-
formed in triplicate to conﬁrm reproducibility. Control cells incubated
in serum-free medium served as negative control. ROS production was
monitored for 3 h by ﬂuorescence at an excitation and emission wa-
velengths of 485 nm and 530 nm, respectively, using a Synergy HT plate
reader (BioTek, Winooski, VT, USA).
2.15. Whole cell lysates preparation
Upon completion of treatments, cells were washed with 500 μL of
ice cold PBS to remove cellular debris. Cells were lysed with 100 μL
RIPA lysis buﬀer containing protease and phosphatase inhibitors
cocktail (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and in-
cubated for 5min at 4 °C. The cells were dislodged using cell scrapers
and vortexed for 5min at 4 °C followed by centrifugation at 14,000×g
for 10min at 4 °C. The pellet was discarded and the cell supernatant
was transferred into pre-chilled tubes. The protein concentration of the
whole cell lysates was measured using the Detergent Compatible
Protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Whole cell
lysates were stored at −80 °C until use.
2.16. Preparation of cytosolic and nuclear fractions
For Nrf2 and Lamin B1 Western blot analysis, nuclear proteins were
extracted after 18 h of FLD treatment (50, 75 and 100 μg/mL). For
Western blot analysis of phosphorylated (P)-SAPK/JNK and total (T)-
SAPK/JNK, cytoplasmic proteins were extracted after 6 h of FLD
treatment (50, 75 and 100 μg/mL). Upon completion of treatments,
cells were subsequently washed with 500 μL of ice cold PBS to remove
cellular debris. To separate cytoplasmic and nuclear fractions, NE-PER
nuclear extraction kit (Thermo Fisher Scientiﬁc, Madrid, Spain) was
used following manufacturer’s instructions. All steps were carried out
on ice or at 4 °C. The protein concentration of nuclear and cytosolic
fractions was measured using the Detergent Compatible Protein assay
kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Nuclear or cytoplasmic
fractions were stored at −80 °C until use.
2.17. Western blot
Expressions of SOD-1, catalase and β-actin were measured by wes-
tern blot in the whole cell lysates. Nrf2 and Lamin B1 were measured in
the nuclear fraction while P-SAPK/JNK and T-SAPK/JNK were mea-
sured in cytosolic fraction. Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) was run under denaturing conditions with
20 μg of protein loaded in 4–20% on NuPAGE® Novex 4–12% Bis-Tris
Gels (Invitrogen, Madrid, Spain). Gels were placed in XCell-sure lock
Mini-Cell and run under reducing conditions at 200 V. NuPAGE® MES-
SDS and NuPAGE® LDS (Invitrogen, Madrid, Spain) were used as run-
ning and sample buﬀers, respectively. After protein separation by SDS-
PAGE and transfer, polyvinylidene ﬂuoride (PVDF) membranes (GE
Healthcare, Logan, UT, USA) were blocked with 5% non-fat dry milk for
1 h at room temperature and washed with Tris buﬀer saline Tween 20
(TBST), three times for 10min each. PVDF membranes were incubated
in primary antibodies against SOD-1, catalase and β-actin, Nrf2 and
Lamin B1, P-SAPK/JNK and T-SAPK/JNK overnight at 4 °C. After
washing, secondary antibodies were added and incubated at room
temperature for 2 h. After incubation and repeated washing, the PVDF
membranes were prepared for detection using a 1:1 mixture of che-
miluminescent reagent A (luminol solution) and B (peroxide solution)
(GE Healthcare, Logan, UT, USA). The membrane pictures were taken
on a ChemDoc XRS+ Imaging System (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA). The relative amount of each target protein was normalized to
β-actin. For the detection of Nrf2, equal amount of protein (15 μg) from
nuclear extracts was normalized to Lamin B1. All Western blot proce-
dures were determined in at least three independent trials.
2.18. Statistical analysis
Experimental data represent the mean and standard deviation of
three replicates analyzed in duplicate. Statistical signiﬁcance of the
data was tested by one-way analysis of variance, followed by the
Duncan test to compare the means that showed signiﬁcant variation
(p < 0.05); all of the statistical analyses were performed using
Statgraphics Plus software, version 5.1 (Statistical Graphics
Corporation, Rockville, MD, USA).
3. Results
3.1. Eﬀect of scale up on peptide and phenolic yields and bioactivity proﬁle
of FL
In an earlier study, FL was produced at laboratory scale using L.
plantarum CECT 748 along with Savinase 16 L at pH 8.5 for 15 h to
enhance the multifunctional potential of lentil in relation to the man-
agement of hypertension, hyperglycemia, dislipemia and oxidative
stress (Bautista-Exposito, Peñas, Silván et al., 2018). In the present
study, we scale up FL production from 1.5 L to 30 L ﬁnal volume with
some minor modiﬁcations. As sodium may have a negative impact in
blood pressure (Bazzano, Green, Harrison, & Reynolds, 2013), NaOH
was substituted by KOH to adjust pH value during fermentation. Pilot
scale fermentation was performed at pH 8.0 instead of pH 8.5, there-
fore, lower volume of alkali solution (20% KOH) were required to ad-
just the pH value.
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Peptide and phenolic yields as well as bioactivity of FL produced at
lab-scale and pilot-scale were compared as it is shown in Table 1. FL
produced at pilot scale was comprised of 480.4 mg protein/g, 181.3mg
peptides/g and 49.2 mg GAE/g. As compared to lab-scale, FL produc-
tion at 30 L scale signiﬁcantly reduced protein content, peptide and
phenolic yields (p < 0.05). Similarly, FL bioactivity was signiﬁcantly
lower when the fermentation process was scaled up to 30 L. Lower in-
hibition of ACE, intestinal sucrase activity and pancreatic lipase as well
as ORAC values were observed for FL produced at pilot scale. On the
contrary, scale up of fermentation process did not aﬀect maltase ac-
tivity of FL and noticeably increased the eﬀectiveness of FL to protect
RAW 264.7 macrophages against oxidative stress (p > 0.05; Table 1).
Based on these results, to get a deeper insight in the protective eﬀects of
FL against oxidative stress we further performed an in vitro gastro-
intestinal digestion of FL to mimic physiological processes that upon
intake have an impact on chemical composition and bioactivity. This
experimental approach allowed us to compare our results with those
previously observed in Zucker rats with MetS (Martinez et al., 2018).
Thus, subsequent experiments were performed to investigate the pro-
tective eﬀect and mechanisms of action of FLD in t-BHP-induced RAW
264.7 macrophages.
3.2. FLD protect RAW264.7 cells against t-BHP-induced cytotoxicity
To test the cytoprotective eﬀect of FLD, a model of oxidative stress
induced by a potent pro-oxidant such as t-BHP was used based on
previous studies (Lv et al., 2017). t-BHP can induce cell damage, in-
hibiting cell viability and inducing cell apoptosis. Diﬀerent t-BHP
concentrations (0.05, 0.1, 1 and 2.5mM) were tested to assure that
toxicity by oxidative stress on RAW 264.7 macrophages was produced.
Results show that 0.1, 1.0 and 2.5mM of t-BHP resulted in a remarkable
decrease of cell viability (78%, 39% and 11% respectively, Fig. 1A).
Subsequently, macrophages were exposed to increasing concentrations
of FLD (10, 50, 75 and 100 µg/mL) during 18 h and cell viability was
measured. Cell viability of FLD-treated cells was not signiﬁcantly dif-
ferent compared to control cells (p > 0.05, Fig. 1B), therefore, none of
the tested concentrations of FLD induced cytotoxicity. To determine
whether treatment with FLD has a cytoprotective eﬀect against stressful
oxidant conditions, cells were treated with FLD (10, 50, 75 and 100 µg/
mL) for 18 h and subsequently exposed to 2.5mM t-BHP for 3 h. Results
showed that FLD at 75 and 100 µg/mL signiﬁcantly inhibited t-BHP
induced cell death (42% and 61%, respectively, Fig. 1C).
3.3. FLD attenuated t-BHP-triggered ROS production in RAW 264.7 cells
t-BHP exposure to RAW 264.7 cells increased in a dose-dependent
manner the production of ROS (Fig. 1D). Levels of oxidant radicals in
cells treated with increasing concentrations of FLD did not show sig-
niﬁcant diﬀerences compared to control untreated cells (p > 0.05,
Fig. 1E). These results indicate that FLD alone did not induce oxidative
stress to RAW 264.7 macrophages. Pretreatment of RAW 267.4 cells
with FLD (10, 50, 75 and 100 µg/mL) for 18 h followed by 2.5 mM
exposure of t-BHP for 3 h dose-dependently reduced the generation of
oxidant radicals (3, 19, 32 and 67% inhibition, respectively, Fig. 1F).
3.4. FLD induces catalase protein expression
To elucidate the possible molecular pathways of the anti-oxidant
role of FLD, the protein expression of antioxidant enzymes (catalase and
SOD-1) by Western blot was evaluated (Fig. 2A). Cell exposure to
0.1 mM t-BHP increased catalase and SOD-1 levels compared to control
untreated cells (p < 0.05, Fig. 2B and C). The choice of t-BHP dose was
based on higher cell viability (Fig. 1A). Pretreatment of cells with FLD
(50, 75 and 100 µg/mL) for 18 h and subsequently with 0.1mM t-BHP
for 3 h further enhanced catalase protein expression in a dose-depen-
dent manner as compared with t-BHP exposed cells (p < 0.05, Fig. 2B).
Conversely, FLD did not increased SOD-1 expression induced by 0.1 mM
pro-oxidant exposure (p > 0.05, Fig. 2C).
3.5. FLD induces the nuclear translocation of Nfr2
We investigated the eﬀect of FLD in the expression and nuclear
translocation of the transcription factor Nrf2 by Western blot (Fig. 2E).
Accordingly, RAW 264.7 cells were pretreated with FLD (50, 75 and
100 µg/mL) for 18 h and subsequently with 0.1mM t-BHP for 3 h and
Nrf2 in nuclear fraction were measured by Western blot. Fig. 2F shows a
dose dependent increase of Nrf2 levels in nuclear fraction (p < 0.05).
3.6. FLD increases the phosphorylation of SAPK/JNK in RAW 264.7
macrophages
Because redox signaling mechanisms involve the activation of the
stress-sensitive Ser/Thr systems (Evans, Goldﬁne, Maddux, & Grodsky,
2002), we examined the upstream signaling pathways involved in the
activation of Nrf2 by determination of phosphorylation of SAPK/JNK.
RAW 264.7 cells were treated with FLD (50, 75 and 100 µg/mL) for 6 h
and Western blots were performed to detect T- and P-SAPK/JNK pro-
teins (Fig. 3A). FLD-treated cells showed a signiﬁcant and dose-de-
pendent increase of phosphorylation of SAPK/JNK that was evident
after 6 h (Fig. 3B). Conversely, no signiﬁcant diﬀerences were observed
in total levels of SAPK/JNK of FLD treated cells compared to control
cells (p > 0.05, Fig. 3C). The ratio of phosphorylated versus total
SAPK/JNK increased with FLD treatment in a dose-dependent manner
(p < 0.05, Fig. 3D).
3.7. Characterization of FLD
Most abundant peptides in FLD are presented in Table 2. A total of 7
fragments with molecular masses within the range of 839 to 2768 Da
were identiﬁed. These peptides derived from the major lentil proteins:
convicilin, allergen Len c 1.0101 and vicilin type C. Table 3 shows the
phenolic proﬁle of FLD acquired by HPLC-ESI-DAD-MSn analysis in the
negative-ion mode. A total of 9 unique mass signals were detected
ranging from 258 to 741 Da. Of these, 8 compounds were tentatively
identiﬁed based on spectral database matching as well as literature data
(Dueñas et al., 2016). An unidentiﬁed compound with a mass/charge
(m/z) ratio of 659 and mass fragments of 468 and 298 was the most
abundant compound, reaching up to 846.5 μg/g in FLD. Phenolic acid
derivatives such as feruloylquinic acid, gallic acid derivatives I and II
and caﬀeic acid glucuronide were the greatest phenolic group identiﬁed
in FLD, reaching up to 88.9, 72.1, 56.9 and 16.5 μg/g, respectively. The
second most abundant phenolic compounds identiﬁed in FLD were the
Table 1
Eﬀect of scale-up of fermentation from 1.5 to 30 L on peptide yield, total
phenolic yield and bioactive proﬁle of FL.
1.5 L* 30 L
Protein (mg/g) 780.94 ± 61.52b 480.42 ± 30.56a
Peptides (mg/g) 230.0 ± 8.06b 181.3 ± 17.70a
Phenolics (mg GAE/g) 65.9 ± 5.60b 49.2 ± 5.60a
ACE inhibition (IC50, mg/mL) 0.14 ± 0.01a 0.40 ± 0.01b
α-glucosidase inhibition (%)
Sucrase activity 53.24 ± 8.72b 38.51 ± 1.38a
Maltase activity 38.06 ± 0.17a 36.26 ± 4.63a
Lipase inhibition (%) 39.67 ± 3.64b 26.69 ± 4.12a
ORAC (mM TE/g) 508.8 ± 48.14b 404.7 ± 18.56a
Inhibition of ROS generation (%) 49.53 ± 4.56a 66.60 ± 1.81b
Data are the mean ± standard deviation of three replicates analyzed in du-
plicate. Diﬀerent lowercase letters indicate statistical diﬀerences among treat-
ments (p≤ 0.05. Duncan’s test).
* Data reported in Bautista-Exposito, Peñas, Silván et al. (2018), Bautista-
Exposito, Peñas, Dueñas et al. (2018).
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ﬂavonols kaempferol rutinoside-rhamnoside and quercetin-glucur-
onide, which reached 51.0 and 32.3 μg/g, respectively.
4. Discussion
One of the purposes of this study was to scale up the production of
FL and to investigate the impact of pilot scale production on peptide
and phenolic contents as well as on bioactivity. Experimental results
indicated that fermentation scale up from 1.5 L to 30 L moderately re-
duced the peptide and phenolic content as well as bioactivity of FL.
These losses could be partially associated to the fact that FL production
at pilot scale was performed in milder alkaline conditions (pH 8.0) as
compared to lab-scale production (pH 8.5). These small changes in pH
value could have a negative impact on Savinase protease activity (op-
timum pH 8.5) and subsequently on the generation of bioactive pep-
tides, resulting in moderate losses of biological eﬀectiveness. The lower
phenolic content found in the soluble fraction of fermented lentil pro-
duced at pilot scale could be related to diﬀerences in fermentation
conditions which may have an impact in solubilization of bound phe-
nolic fraction mediated by microbial metabolism, Savinase (with fer-
uloyl esterase side activity) and alkaline hydrolysis (Bautista-Exposito,
Peñas, Silván et al., 2018; Bautista-Exposito, Peñas, Dueñas et al.,
2018). Regarding antioxidant activity, what is suggested from our re-
sults is that upscale production of fermented lentil slightly reduced the
ability to scavenge peroxyl radicals through hydrogen donation while
improved inhibition of intracellular ROS production most likely
through activation of cellular antioxidant response. Antioxidant activity
assays such as ORAC and inhibition of t-BHP induced cellular oxidative
stress provide diﬀerent information about mechanisms of action of
antioxidant compounds. The former only measures the ability of an
antioxidant to quench free radicals (i.e. peroxyl radical) by hydrogen
donation stabilizing the peroxyl radical by resonance (Granato et al.,
2018). The latter evaluates the ability of compounds as modulators of
cell signaling pathways related to activation of cellular antioxidant
response (Granato et al., 2018). In order to test this hypothesis the ef-
fect of FL after gastrointestinal digestion on the activation of cellular
antioxidant response was further examined.
Despite the moderate losses in bioactivity observed in the present
work, a recent study demonstrated that FL produced in the same con-
ditions described herein was eﬃcient at ameliorating alterations in
glucose and lipid metabolism and liver functionality in an experimental
animal model of MetS and NAFLD (Martinez et al., 2018). In particular,
FL was eﬀective at improving all the parameters and indices related to
insulin resistance (blood glucose, area under the curve after an oral
glucose overload and proﬁle curve, triglyceride/glucose index), lipid
metabolism (plasmatic triglycerides, phospholipids and high density
lipoprotein cholesterol levels, atherogenic index), hepatic steatosis (fat
content, fatty acid composition) and oxidative stress (hepatic lipid
peroxidation) in obese Zucker rats. These health beneﬁts of FL were
consistent with the in vitro antioxidant, intestinal α-glucosidase and
pancreatic lipase inhibitory activities observed in the present study for
FL and it could be attributed to the presence of bioactive peptides and
phenolic compounds.
Accumulating scientiﬁc evidence demonstrates that MetS is asso-
ciated with an impaired antioxidant status due to a general decrease of
hepatic antioxidant enzymes and subsequent increase of lipid perox-
idation in the liver (Martinez et al., 2018). Lipid peroxidation is the
ROS-triggered metabolic process that results in the destruction of
membrane lipids and tissue damage. Martinez et al. (Martinez et al.,
2018) found that daily FL administration (1 g/kg) for 8 weeks reverted
Fig. 1. FLD reduces t-BHP-induced cell
death (A-C) and intracellular redox status
(D-F) in RAW 264.7 macrophages. RAW
264.7 macrophages were exposed to t-BHP
(0.05, 0.1, 1.0 and 2.5 mM) for 3 h (A and
D) FLD (50, 75 and 100 µg/mL) for 18 h (B
and E) and FLD (50, 75 and 100 µg/mL) for
18 h followed by treatment with 2.5 mM t-
BHP for 3 h (C and F). Cell viability was
measured using a tetrazolium compound [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carbox-
ymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tet-
razolium, inner salt] and an electron cou-
pling reagent (phenazine ethosulfate). Cell
viability was expressed as relative percen-
tage of control cells. Oxidant production
was measured by DCF probe. Data were
expressed relative percentage of ﬂuores-
cence intensity in control cells. All results
are expressed as means ± standard devia-
tion of six independent experiments for each
experimental condition. Diﬀerent letters
denote statistically signiﬁcant diﬀerences
(p < 0.05, Duncan test).
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hepatic lipid peroxidation in the obese Zucker rat. With that knowl-
edge, a second purpose of the current study was to investigate the
protective eﬀect of FL on t-BHP-induced oxidative stress in RAW 264.7
macrophages. Moreover, we determined whether these eﬀects were
associated to the activation of Nrf2-mediated antioxidant signaling
pathways in RAW 264.7 macrophages. In this study, we demonstrated
that FLD was able to counteract t-BHP-induced oxidative stress and cell
death as well as to improve cellular antioxidant capacity of macro-
phages by increasing the activity of catalase via a mechanism that in-
volves activation of SAPK/JNK and Nrf2 nuclear translocation. Thus,
our results show for the ﬁrst time the mechanisms of action of FLD to
prevent oxidative damage in macrophages through the modulation of
signaling pathways involved in antioxidant enzyme regulation.
We selected RAW 264.7 macrophages because it is well known that
this cell line could own over-production of ROS following oxidant ex-
posure (Zhang et al., 2018). Previous studies have shown that t-BHP
exposure to RAW 264.7 macrophages reduced cell viability and pro-
moted cell apoptosis and necrosis resulting from intracellular ROS
generation (Lv et al., 2017). Similarly, we found that RAW 264.7 cells
exposed to t-BHP altered intracellular redox milieu and decreased cell
viability even at a relatively low level of t-BHP (0.1mM). We have
shown herein that cell pretreatment with FLD prevented the increase in
intracellular ROS and promoted cell viability and survival of RAW
264.7 macrophages in a strong oxidant environment (2.5 mM t-BHP).
These results are in agreement with an earlier study showing that FL
administration to obese Zucker rats decreases hepatic thiobarbituric
reactive species, a marker of lipid peroxidation (Martinez et al., 2018).
Accumulating evidence shows that cytoprotective eﬀect of anti-
oxidants may be linked to their ability to regulate the expression of
antioxidant enzymes (Ramachandran & Saravanan, 2013). Expression
of antioxidant enzymes is critical in the detoxication and elimination of
ROS and electrophiles through conjugative reactions and by enhancing
cellular antioxidant capacity. Our results revealed that pretreatment of
RAW 264.7 macrophages with FLD and subsequent exposure to oxidant
conditions enhanced the expression of catalase in RAW 264.7 macro-
phages as compared to non-stressed cells. Catalase catalyzes the con-
version of hydrogen peroxide to water and oxygen (Finkel & Holbrook,
2000). Therefore, we proposed that the increased endogenous defense
capacity evoked by FLD could be a critical determinant to protect
against oxidative stress-induced injury. Similarly, early studies have
found that legume (Phaseolus vulgaris L.) extracts displayed protective
beneﬁt to endogenous antioxidant enzymes such as SOD, catalase,
glutathione peroxidase and glutathione reductase in human colonic
carcinoma Caco-2 cells (Chen et al., 2017).
A major mechanism in the cellular defense against oxidative stress is
activation of the Nrf2-antioxidant response element (ARE) signaling
pathways (Nguyen et al., 2009). Activation of Nfr2 is dependent on
mechanisms that increase its stability, leading to its accumulation in the
cell. A well established mechanism that controls Nrf2 stability is
mediated by Keap1 (Nguyen, Sherratt, Nioi, Yang, & Pickett, 2005).
Nrf2 is targeted for degradation by Keap1 in the nucleus, a process that
requires the transient suttling of Keap1 into this compartment. In cells
under stress, stabilization of Nrf2 is thought to be dependent on mod-
iﬁcations of reactive cysteines in Keap 1 that reduce access of this
Fig. 2. FLD activates catalase protein expression (A-C) and Nrf2 nuclear translocation (D and E) in RAW 264.7 macrophages. RAW 264.7 macrophages were treated
with FLD (50, 75 and 100 µg/mL) for 18 h followed by 0.1 mM t-BHP for 3 h. Following treatment, protein was harvested and immunoblotted for the indicated
proteins. Representative Western blot of three diﬀerent experiments (A and D). Protein expression of catalase, SOD-1 and Nrf2 were relative to untreated cells (B, C
and F respectively). The intensities of catalase, SOD-1, Nfr2, Lamin B1 and β-actin was quantiﬁed using Bio-Rad Image Lab software. All results were expressed as
means ± standard deviation of three independent experiments. Diﬀerent letters denote statistically signiﬁcant diﬀerences (p < 0.05, Duncan test).
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protein to Nrf2 (Kobayashi et al., 2006). We investigated the mode of
action of FLD to induce the antioxidant defense via Nrf2 activation in
RAW 264.7 macrophages. In the present study, we observed that FLD
pretreatment of cells clearly induces the nuclear translocation and dose-
dependent accumulation of Nrf2, a necessary event to exert its activity.
These results were consistent with the increase of catalase gene ex-
pression and suggest a clear regulatory mechanism promoting Nrf2
stabilization in response to FLD and induction of ARE-mediated anti-
oxidant enzymes gene expression. Similarly, fermented powder of
common bean (Phaseolus vulgaris L.) was able to regulate antioxidant
and detoxifying enzymes through the Nrf2 pathway, and reduce H2O2-
induced endoplasmic reticulum (ER) stress (La Marca et al., 2015).
Nrf2 activation by phosphorylation at speciﬁc serine and/or tyr-
osine residues has also been reported to be mediated by upstream sig-
naling pathways such as mitogen activated protein kinases (MAPK),
phosphatidylinositol-3-kinases/protein kinase B or protein kinase C δ
(Lv et al., 2017; Niture, Khatri, & Jaiswal, 2014). As with other
Fig. 3. FLD protective eﬀect against oxidative stress involves MAPK activation. Total (T) and phosphorylated (P) SAPK/JNK were detected by Western blot in
cytosolic lysates after RAW 264.7 macrophages treatment with FLD (50, 75 and 100 µg/mL) for 6 h. Following treatment, protein was harvested and immunoblotted
for the indicated proteins. Representative Western blot image of T-SAPK/JNK and P-SAPK/JNK (A). T-SAPK/JNK and P-SAPK/JNK intensity relative to β-actin
expressed as percentage relative to control cells (B). Ratio of P-SAPK/JNK vs. T-SAPK/JNK (C). The intensities of T-SAPK/JNK and P-SAPK/JNK and β-actin were
quantiﬁed using Bio-Rad Image Lab software. All results were expressed as means ± standard deviation of three independent experiments. Diﬀerent letters denote
statistically signiﬁcant diﬀerences (p < 0.05, Duncan test).
Table 2
Peptides identiﬁed in FLD.
Protein group accessions Sequence Parent proteins MH+ (Da)
7,688,242 EQSPGQWRPSHGKEEDEEEKEQK Convicilin f(57–79) 2767.26
29,539,109 NILEAAFNTEYEEIEK Allergen Len c 1.0101f(153–168) 1912.92
854,243 SDQDNPFIFESK Vicilin type C f(30–41) 1426.65
7,688,242 HGDPEER Convicilin f(111–117) 839.37
7,688,242 EQSPGQWRPSHGKEEDEEEK Convicilin f(57–76) 2382.06
7,688,242 FFEVTPEK Convicilin f(393–400) 996.50
545,690,146 MQEGSLSLMQMAK Acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase β-subunit f(405–417) 1453.68
Table 3
Retention times (Rt) and mass spectrometric data of molecular ions and main
observed fragments of phenolic compounds in FLD.





2.5 Caﬀeic acid glucuronide 355 179 16.5 ± 2.1
2.7 Gallic acid derivative I 257 169 72.1 ± 5.8
2.9 Gallic acid derivative II 257 169 56.9 ± 3.0
3.3 Feruloylquinic acid 367 194 88.9 ± 5.5
14.7 Unknown 659 468,
298
846.5 ± 9.3






TOTAL 1201.6 ± 55.9
Data are the mean ± standard deviation of three replicates analyzed in du-
plicate.
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members of the MAPK family, JNK is activated upon dual phosphor-
ylation on a Thr-Pro-Tyr motif, which is activated by phosphorylation
on serine and threonine residues by an upstream kinase (MKK4 and
MKK7) (Davis, 1999). Therefore, to identify upstream regulatory me-
chanisms involved in the nuclear accumulation of Nfr2 by FLD, the
eﬀect on the phosphorylated levels of SAPK/JNK were also examined in
the present study. We found that FLD induced the phosphorylation of
SAPK/JNK, therefore, these results suggest that the activation of this
pathway could be linked to Nfr2 activation. The present study de-
monstrates for the ﬁrst time that FLD induces the expression of anti-
oxidant enzymes through a mechanism involving activation of Nfr2/
MAPK pathways.
Lentil is a source of bioactive peptides and phenolic compounds
with antioxidant activity, therefore, the last purpose of the present
study was to stablish a relationship between the cytoprotective eﬀect of
FLD against t-BHP induced oxidative stress in RAW 264.7 macrophages
and FLD peptide and phenolic composition. HPLC-MS/MS analysis al-
lowed the identiﬁcation of 7 peptides in FLD derived from the main
lentil proteins (convicilin, convicilin, allergen Len c 1.0101 and vicilin
type C). Two of these sequences derived from convicilin (EQSPGQW-
RPSHGKEEDEEEK and EQSPGQWRPSHGKEEDEEEKEQK) were pre-
viously found in FL which was indicative of the resistance of these
peptides to in vitro gastrointestinal digestion simulating physiological
conditions (Bautista-Exposito, Peñas, Dueñas et al., 2018). Structure-
activity relationship analysis revealed that amino acid sequences con-
taining proline, histidine or tyrosine within the sequence and hydro-
phobic amino acids at the N-terminus and/or C-terminus are determi-
nant for the antioxidant activity (Li & Li, 2013). Moreover, it has been
shown that amino and carboxylic group of acidic (aspartic acid and
glutamic acid) and basic (arginine, lysine and histidine) amino acids act
as metal chelators (Díaz, Dunn, McClements, & Decker, 2003). These
structural features were found in most of the peptides collected in
Table 2. Therefore, it can be assumed that lentil derived peptides in FLD
identiﬁed in the present study could have contributed to reduction of
intracellular ROS levels in t-BHP-induced macrophages through their
radical scavenging activity. In addition, there is accumulating evidence
pointing out that legume derived oligopeptides could exert an indirect
antioxidant mechanism through the activation of the cellular anti-
oxidant system. In particular, the chickpea-derived peptide NRYHE
upregulates Nrf2 expression and participates in the ARE-mediated ac-
tivation of antioxidant enzymes including NADP(H):quinone oxidor-
eductase 1, heme oxygenase 1, γ-glutamyl cysteine synthetase in H2O2-
treated HT-29 and Caco-2 cells (Guo, Zhang, Jiang, Miao, & Mu, 2014).
The antioxidant activity of lentil derived peptides can be po-
tentiated by the variety of phenolic compounds identiﬁed in FLD.
Phenolic acids were the most prominent phenolic compounds in FLD
followed by ﬂavonols. Our results contrast with the phenolic proﬁle of
non-digested FL that is mainly made up of ﬂavonols (kaempferol
aglycone and glucosides, isorhamnetin glucuronide), followed by
ﬂavan-3-ols [(+)-catechin-3-O-glucoside, prodelphinidin dimer and
(+)-catechin] and minor amounts of hydroxycinnamic and hydro-
xybenzoic compounds (Bautista-Exposito, Peñas, Dueñas et al., 2018).
The diﬀerences observed in the phenolic proﬁle of FLD could be at-
tributed to instability of ﬂavonols and ﬂavan-3-ols to pH changes
during the diﬀerent stages of gastrointestinal digestion (Bautista-
Exposito, Peñas, Dueñas et al., 2018). Earlier studies have shown that
phenolic compounds present in FLD are able to neutralize radicals and
chelate metal ions through hydrogen, electron donating and mixed
mechanisms (Ganesan & Xu, 2017). However, only some of them have
been proven as Keap1-Nrf2 activators. For instance, kaempferol agly-
cone and glucosides have shown to exert protective eﬀects against
oxidative stress through activation of Nrf2-mediated defensive response
in lung tissues (Kim, Im, Lee, & Chae, 2017; Kumar, Kim, More, Kim, &
Choi, 2014). Similarly, gallic acid, quercetin and quercetin glucoside
protects against oxidative stress-induced hepatotoxicity by activation of
the Keap1-Nrf2 pathway (Feng, Wang, He, Yang, & Wan, 2017; Joko
et al. 2017; Kim et al., 2017). Structure-activity relationship analysis
revealed that compounds bearing phenolic hydroxyl groups are bi-
functional antioxidants that exert protective role by scavenging ha-
zardous oxidants and inducing cytoprotective enzymes (Dinkova-
Kostova & Talalay, 2008).
5. Conclusions
In summary, we have shown that FLD composed of antioxidant
peptides and phenolic compounds is able to enhance the cellular anti-
oxidant defense capacity, thereby, protecting macrophages from oxi-
dative stress. FLD reverted t-BHP-induced cytotoxicity and ROS pro-
duction through activation of SAPK/JNK phosphorylation followed by
nuclear accumulation and transactivation and the subsequent expres-
sion of catalase. All these events were essential to maintain cellular
redox homeostasis and prevent oxidative stress cell damage.
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El SMet  se ha  convertido en  la actualidad en un problema de  salud pública a nivel mundial 
(Santhekadur y col., 2017), ya que afecta al 25% de la población adulta e incrementa el riesgo 
de padecer otras enfermedades crónicas como  la DMT2 y enfermedades cardiovasculares en 
mayor  medida  que  sus  componentes  individuales  (Rodríguez‐Monforte  y  col.,  2017).  Los 
cambios  del  estilo  de  vida  hacia  el  consumo  de  dietas  saludables  y  el  incremento  de  la 
actividad física constituyen  la principal estrategia de  intervención primaria para prevenir este 
síndrome  (Grosso  y  col.,  2017).  Dentro  de  las  intervenciones  dietéticas,  el  consumo  de 
alimentos  multifuncionales  enriquecidos  en  compuestos  bioactivos  puede  proporcionar 
beneficios adicionales en la reversión de todas las disfunciones metabólicas asociadas al SMet. 
  Estudios  recientes han puesto de manifiesto que  el  consumo  regular de  legumbres, 
como  la  lenteja,  ofrece  no  solo  beneficios  nutricionales,  sino  que,  además,  previene  las 
alteraciones metabólicas asociadas al  SMet  (Martínez y  col., 2016), debido a que  contienen 
una  amplia  gama  de  compuestos  bioactivos.  Entre  ellos,  cabe  destacar,  la  presencia  de 
compuestos  fenólicos,  fundamentalmente  ácidos  fenólicos,  catequinas,  proantocianidinas  y 
flavonoles  que  son  capaces  de  neutralizar  radicales  libres  (Alshikh  y  col.,  2015),  inhibir  la 
expresión  de moléculas  pro‐inflamatorias  (Zhang  y  col.,  2017a)  y modular  la  actividad  de 
enzimas implicadas en el metabolismo lipídico y de la glucosa (Zhang y col., 2015). Además, se 
han  identificado  péptidos  bioactivos  derivados  de  diversas  proteínas  de  lenteja  como 
legumina, vicilina y convicilina con actividades antioxidante y antihipertensiva in vitro (García‐
Mora y col., 2015a, 2017). La presencia de estos compuestos, junto con otros como el almidón 
resistente  o  la  fibra  dietética,  convierten  a  la  lenteja  en  un  ingrediente  interesante  en  el 
desarrollo de alimentos multifuncionales dirigidos a atenuar el SMet. 
  El estudio de  tecnologías de procesado que mejoren  los efectos beneficiosos para  la 
salud  de  las  legumbres  constituye  un  área  de  investigación  emergente  de  gran  interés.  La 
hidrólisis  enzimática  y  la  fermentación  son  procesos  con  gran  potencial  para  mejorar  las 
propiedades  funcionales de  las  legumbres al  incrementar el  contenido  y bioaccesibilidad de 
sus compuestos bioactivos. En este sentido, se ha demostrado que la hidrólisis de proteínas de 
lenteja  y  judía  pinta  con  enzimas  de  grado  alimentario  procedentes  de  Bacillus  spp.  libera 
péptidos bioactivos  y  compuestos  fenólicos unidos  a  componentes de  la pared  celular,  con 
propiedades antioxidantes y antihipertensivas  (Garcia‐Mora y  col., 2014, 2015a,b, 2017). De 
forma  similar,  la  fermentación  con  BAL  es  una  estrategia  prometedora  para  potenciar  el 
contenido  de  compuestos  fenólicos  libres  y  producir  péptidos  bioactivos  en  legumbres, 













existen  estudios  hasta  el  momento  que  hayan  explorado  esta  estrategia  combinada  en 
legumbres  para  mejorar  las  propiedades  promotoras  de  la  salud  y,  en  concreto,  las 
relacionadas  con  la prevención del  SMet. Hay que  señalar que el empleo de una estrategia 
combinada  de  fermentación  e  hidrólisis  enzimática  para  la  obtención  de  un 
ingrediente/alimento  multifuncional,  requiere  la  realización  de  una  optimización  de  las 
condiciones  del  proceso.  El  pH  y  tiempo  de  fermentación  son  variables  que  tienen  gran 
influencia en el contenido y biodisponibilidad de los compuestos bioactivos de los alimentos y, 
por tanto, en las bioactividades del ingrediente desarrollado. 
  En este capítulo se discutirán  los resultados obtenidos en  la presente Tesis Doctoral, 
que se ha desarrollado en cuatro  fases diferentes. En primer  lugar, se ha evaluado el efecto 
individual  y  combinado  de  los  procesos  de  fermentación  con  Lactobacillus  plantarum  a  pH 
controlado (neutro o ligeramente alcalino) e hidrólisis enzimática con la enzima Savinasa 16 L 
(enzima  comercial  procedente  de  Bacillus  spp.)  sobre  el  contenido  y  bioaccesibilidad  de 
compuestos fenólicos y péptidos bioactivos en lenteja castellana, así como su viabilidad para la 
obtención  de  la  fracción  soluble  o  ingrediente multifuncional  dirigido  a  reducir  los  riesgos 
asociados al SMet  (fase  I, publicaciones 1 y 2). En segundo  lugar, se discutirán  los resultados 
relativos  a  la  optimización  de  las  condiciones  (pH  y  tiempo)  del  proceso  combinado  de 
fermentación  e  hidrólisis  enzimática mencionado,  con  el  fin  de maximizar  las  propiedades 
funcionales del  ingrediente desarrollado a partir de  lenteja castellana  (fase  II, publicación 3). 
Posteriormente,  se  comentará  el  efecto  del  escalado  a  nivel  de  planta  piloto  del  proceso 
combinado  de  fermentación  e  hidrólisis  enzimática  en  las  condiciones  determinadas  como 
óptimas  en  la  fase  II,  sobre  el  contenido  y  bioaccesibilidad  de  compuestos  bioactivos  y 
actividad biológica del  ingrediente obtenido  (fase  III, publicación 3). Por último, se discutirán 






estudio que ha  incluido  la evaluación de  la  influencia de  la DGI  simulada del  ingrediente de 
lenteja sobre su actividad multifuncional (fase IV, publicación 4). 
5.1. FASE  I: Estudio del efecto  individual  y  combinado de  los procesos de  fermentación e 
hidrólisis enzimática a pH controlado en el perfil de compuestos bioactivos y potencial 
multifuncional de la fracción soluble de lenteja (publicaciones 1 y 2). 
En  la  primera  fase  de  la  presente  Tesis  Doctoral  se  ha  evaluado  la  viabilidad  del  proceso 
combinado de fermentación en estado  líquido con L. plantarum e hidrólisis con una proteasa 
comercial (Savinasa® 16 L) como proceso de funcionalización de la harina de lenteja. Para ello, 
se  ha  estudiado  el  efecto  de  dos  procesos  independientes  de  fermentación  realizados  en 
condiciones  diferentes:  i)  fermentación  en  condiciones  ligeramente  alcalinas  y  tiempos 
relativamente cortos  (pH 8,5 durante 15 h)  (publicación 1) y  ii)  fermentación en condiciones 
neutras y tiempos más largos (pH 6,8 durante 25,5 h) (publicación 2).  
La novedad de estos estudios radica en el desarrollo de procesos de fermentación a pH 
constante  cercano  al  pH  neutro  (6,8)  o  ligeramente  alcalino  (8,5)  que,  como  se  había 
demostrado  previamente,  mejora  la  solubilidad  de  proteínas,  péptidos  bioactivos  y 
compuestos fenólicos presentes en las harinas procedentes de legumbres (Limón y col., 2015), 





Además,  esta  enzima  ha  demostrado  tener  alta  eficiencia  en  la  liberación  de  péptidos 
bioactivos y  compuestos  fenólicos unidos a proteínas o polisacáridos de  la pared  celular en 
harina de lenteja (Garcia‐Mora y col., 2014). Como cultivo iniciador en el proceso fermentativo 
se empleó la cepa L. plantarum CECT 748 debido a que esta cepa produce carbohidrolasas, β‐

















obtenidos  previamente  que  demostraban  que  la  enzima  Savinasa  es  una  de  las  proteasas 
comerciales más efectivas para hidrolizar  las proteínas de  lenteja  (Garcia‐Mora y col., 2014). 
Así mismo,  estudios  recientes  han  demostrado  que  L.  plantarum  puede  liberar  péptidos  a 
partir  de  proteínas  de  diferentes  legumbres  (Singh  y  Vij,  2017;  Jakubczyk  y  col.,  2017).  La 
menor liberación de péptidos tras el proceso FLP observada en comparación con los otros dos 
procesos se puede atribuir a la ausencia en el genoma de L. plantarum del gen que codifica la 




(FLPS)  puede  atribuirse  fundamentalmente  a  la  hidrólisis  proteica  por  la  Savinasa.  La 




En esta  fase se estudió, además,  la composición  fenólica de  la  fracción soluble de  la 
harina de  lenteja no procesada  (control),  así  como de  aquella  sometida  a  los  tres procesos 
mencionados (FLP, HS y FLPS). La fracción soluble de harina control a pH alcalino (publicación 
1) mostró una elevada concentración de compuestos fenólicos totales (1320 μg/g), calculada 









encontradas en  las  fracciones solubles de  lenteja en ambas condiciones se encuentran en el 
rango observado  recientemente en diferentes variedades de  lenteja  (Bubelová y col., 2018). 
Los flavonoles constituyeron el principal grupo de compuestos fenólicos en la fracción soluble 
de  harina  de  lenteja  (control)  en  condiciones  alcalinas  (publicación  1)  o  próximas  a  la 
neutralidad  (publicación  2),  representando  el  76%  y más  del  90%  del  total  de  compuestos 
fenólicos, respectivamente. Los ácidos hidroxicinámicos e hidroxibenzoicos también estuvieron 
presentes en la fracción soluble de lenteja, representando el 9% y 6% del total de compuestos 
fenólicos  en  condiciones  alcalinas  o  ligeramente  ácidas,  respectivamente.  Esta  composición 
fenólica es similar a  la encontrada previamente en diferentes cultivares de  lentejas  (López y 
col., 2017; Zhang, y col., 2015, 2017a), donde los glucósidos de kenferol se identificaron como 
los  principales  compuestos  fenólicos  extraíbles, mientras  que  los  ácidos  hidroxicinámicos  e 
hidroxibenzoicos se encontraron en concentraciones muy inferiores.  
Tras el procesado se observaron diferencias cualitativas y cuantitativas en  la  fracción 
fenólica  de  la  lenteja.  El  contenido  de  compuestos  fenólicos  totales  disminuyó 
significativamente  en  la  lenteja  procesada  tanto  en  condiciones  de  pH  próximas  a  la 
neutralidad  (31%‐65%  de  reducción)  como  ligeramente  alcalinas  (31‐35%  de  reducción), 
independientemente del proceso  empleado.  Esta disminución del  contenido  fenólico puede 
atribuirse, principalmente, al descenso de la concentración de flavan‐3‐oles. Diversos estudios 
han  puesto  de manifiesto  que  la  estabilidad  de  los monómeros  y  dímeros  de  flavan‐3‐oles 




reducción  del  contenido  fenólico  observada  en  la  fracción  soluble  de  harina  de  lenteja 














fenólicos a pH alcalino en  la harina de  judía. En condiciones de pH próximas a  la neutralidad 
(pH  6,8),  también  se observó una  reducción de  los  compuestos  fenólicos, hecho  atribuible, 
muy posiblemente, a que a este valor de pH no se alcanza  la actividad máxima de  la enzima 
Savinasa. Es interesante señalar que, a pesar de observarse una reducción del contenido total 
de  compuestos  fenólicos  tras el procesado de  lenteja,  los procesos  FLP  y  FLPS  causaron un 
aumento significativo (p≤0,05) de algunos compuestos fenólicos individuales. En este sentido, 
ambos  procesos  desarrollados  a  pH  alcalino  (publicación  1)  causaron  un  aumento  del 
contenido  de  los  ácidos  p‐hidroxibenzoico  y  vanílico,  y  de  algunos  flavonoles  (isoramnetina 
glucurónido y kenferol dirutinósido) en el caso del proceso FLP. En condiciones de neutralidad 
(publicación 2) se observó, en cambio, un aumento de ácido p‐hidroxibenzoico y del contenido 
de  flavonoles.  El  aumento  en  la  concentración  de  estos  compuestos  puede  atribuirse, 
principalmente, a  la producción de esterasas, carbohidrolasas y β‐glucosidasas extracelulares 
por  L.  plantarum  (Esteban‐Torres  y  col.,  2015; Muñoz  y  col.,  2016),  como  se  ha  explicado 
anteriormente. Estos resultados coinciden con los observados por Kwaw y col. (2018), quienes 
encontraron un aumento del contenido de flavonoles tras  la fermentación de zumo de mora 
con  esta BAL.  Los procesos  FLP  y  FLPS  en  ambas  condiciones de pH  también  causaron una 
reducción del contenido de ciertos ácidos hidroxicinámicos, como el ácido p‐cumárico, debido 
a  su  descarboxilación  o  reducción  por  las  enzimas  descarboxilasas  de  ácidos  fenólicos  o 
reductasas  producidas  por  L.  plantarum  a  sus  correspondientes  derivados  de  fenol  o  vinilo 
(Filannino y col., 2018). Se apreció, así mismo, una reducción de las concentraciones de ciertos 
flavonoides  como  la  catequina  (solo  en  condiciones  alcalinas)  y  sus  derivados,  que  fueron 
metabolizados por  L. plantarum.  La degradación de estos  compuestos  a pH básico  también 
contribuiría  a  la  reducción de  flavonoides  encontrada  en  condiciones  alcalinas,  como  se  ha 
demostrado  en  estudios previos  (Hur  y  col.,  2014).  La  composición  fenólica  del  ingrediente 
obtenido mediante el tratamiento combinado (FLPS) fue muy similar a la observada cuando se 
consigue  únicamente  mediante  fermentación  (FLP),  resultados  que  sugieren  que  el 
metabolismo fermentativo de L. plantarum contribuyó en mayor medida al perfil fenólico del 










de  fermentación  con  L.  plantarum  e  hidrólisis  con  Savinasa  sobre  las  propiedades 
multifuncionales de  la  fracción  soluble o  ingrediente obtenido a partir de harina de  lenteja. 
Para  ello,  se  evaluaron  aquellas  actividades  biológicas  consideradas más  relevantes  para  el 
control  del  SMet  (actividades  antioxidante  e  inhibidoras  de  la  ECA,  ‐glucosidasa  y  lipasa 
pancreática).  Con  el  fin  de  dilucidar  los  mecanismos  implicados  en  los  cambios  en  las 
actividades biológicas atribuidas a esta fracción soluble, se comparó el efecto del tratamiento 
combinado FLPS con el de los procesos individuales FLP y HS.  
Para  ello,  se  comenzó  con  el  estudio  del  efecto  del  procesado  sobre  la  actividad 
inhibidora  de  la  ECA.  Esta  enzima  juega  un  papel  esencial  en  la  regulación  de  la  presión 
arterial  (Nishimura,  2017)  por  lo  que  su  inhibición  parece  ser  uno  de  los  fenómenos  que 
contribuyen al control de  la hipertensión, factor de riesgo  involucrado en el SMet. De hecho, 
se ha demostrado que la inhibición de esta enzima por compuestos bioactivos presentes en los 
alimentos  constituye  una  estrategia  eficaz  para  reducir  la  presión  arterial  in  vivo, 
contribuyendo así a prevenir o retrasar el riesgo de hipertensión arterial y de enfermedades 
cardiovasculares  (Lee y Hur, 2017). La  fracción  soluble de  la harina de  lenteja no procesada 
mostró una actividad  inhibidora de  la ECA del 81% únicamente en condiciones próximas a  la 
neutralidad  (pH 6,8, publicación 2),  si bien no  se observó  inhibición de  la  actividad de esta 
enzima  en  condiciones  alcalinas  (pH  8,5,  publicación  1).  El  procesado  de  harina  de  lenteja 
mediante  los  procesos  FLP,  HS  y  FLPS  en  ambas  condiciones mejoró  significativamente  su 
potencial actividad antihipertensiva, encontrándose valores entre 61,5‐85,4% y 93‐95% en  las 





valor más  bajo  de  IC50  (0,14 mg/mL),  seguido  de HS  (0,18 mg/mL)  y,  finalmente,  FLP  (0,29 
mg/mL),  resultados que sugieren que  la combinación de  los  tratamientos de  fermentación e 
hidrólisis enzimática FLPS a pH alcalino fue el proceso más efectivo para mejorar  la potencial 
actividad antihipertensiva de los ingredientes de lenteja, y que la enzima Savinasa proporcionó 
la mayor  contribución a esta actividad  (publicación 1). Estudios previos  llevados a  cabo por 





liberación de péptidos a partir de proteínas de  lenteja a pH alcalino  (pH 8,0)  (García‐Mora y 
col.,  2014).  Esta  eficacia  proteolítica  puede  atribuirse  a  su  especificidad  por  residuos 
aromáticos e hidrofóbicos en posición P1 (García‐Mora y col., 2017). L. plantarum podría haber 
contribuido  también a  la actividad  inhibidora de  la ECA observada en  la  lenteja  sometida al 
tratamiento combinado FLPS, a  juzgar por el valor de  IC50 de  la muestra FLP, posiblemente a 
través  de  la  generación  de  péptidos  inhibidores  de  la  ECA,  como  se  ha  demostrado 
anteriormente en diversas  legumbres  fermentadas  (Jakubczyk y col., 2017; Singh y Vij, 2017; 
Torino y col., 2013). En condiciones neutras, en cambio, la lenteja sometida a los tratamientos 
FLP  y  FLPS  mostró  valores  de  IC50  similares  (0,38  y  0,39  mg/mL,  respectivamente)  y 
significativamente  (p≤0,05)  inferiores  a  la  hidrolizada  HS  (0,47  mg/mL),  sugiriendo  que  L. 
plantarum  fue  el  principal  responsable  de  la  actividad  inhibidora  de  la  ECA  en  estas 
condiciones (publicación 2). El aumento de los niveles de flavonoles y ácido p‐hidroxibenzoico 
tras la fermentación con L. plantarum, así como la producción de péptidos bioactivos por esta 
bacteria  (Jakubczyk  y  col.,  2013,  2017),  podrían  explicar  parcialmente  al  aumento  de  la 
actividad antihipertensiva  in vitro observada en  la  lenteja  sometida a FLPS. En este  sentido, 
estudios  previos  han  sugerido  que  los  péptidos  bioactivos  y  los  compuestos  fenólicos, 
principalmente ácidos fenólicos y flavonoides, son los principales responsables de la actividad 
inhibidora  de  la  ECA  de  la  lenteja  procesada  (García‐Mora  y  col.,  2017; Mamilla  y Mishra, 
2017). La producción de péptidos con actividad  inhibidora de  la ECA por  la enzima Savinasa 
también podría contribuir a la potencial actividad antihipertensiva del ingrediente de la lenteja 
obtenido  por  el  proceso  combinado  FLPS  a  pH  6,8,  si  bien  cabe  esperar  una  menor 
contribución  de  esta  enzima  que  en  condiciones  alcalinas,  ya  que  el  pH  empleado  ha  sido 
inferior al óptimo de la enzima. Esta hipótesis se sustenta si se observa el menor valor de IC50 




comparación  con  las  condiciones  alcalinas  se  debe,  sin  duda,  a  la  mayor  velocidad  de 
crecimiento de esta bacteria a pHs ácidos o neutros que a pHs alcalinos. 
En  esta  fase  I  se  evaluó,  también,  la  actividad  inhibidora  de  las  ‐glucosidasas 
intestinales  en  la  fracción  soluble  de  harina  de  lenteja  procesada.  Las  ‐glucosidasas  son 
enzimas presentes en el intestino delgado implicadas en la degradación de los oligosacáridos y 
disacáridos a azúcares simples, liberando glucosa que es captada por los enterocitos (Simsek y 





sacarasa‐isomaltasa  (SI),  ambas  constituidas por  dos  subunidades  catalíticas  situadas  en  los 
extremos C‐ y N‐terminal, que presentan diferente especificidad de  sustrato  (Gericke y  col., 
2017).  El  complejo  catalítico  MGAM  tiene  actividad  α‐1,4‐glucosidasa  y  participa  en  la 
digestión  de  maltosa  y  maltooligosacáridos,  mientras  que  el  complejo  catalítico  SI  tiene 
actividades  α‐1,2‐,  α‐1,4‐  y  α‐1,6‐glucosidasa,  pudiendo  hidrolizar  sacarosa,  maltosa, 
isomaltosa y maltooligosacáridos  (Amiri y Naim, 2017). La  inhibición de estas enzimas puede 
tener múltiples implicaciones positivas para la salud relacionadas con el control de la respuesta 
glucémica  postprandial,  contribuyendo  a  reducir  el  riesgo  de  sufrir  DMT2  y  causando  una 
reducción del apetito y, por tanto, de la ingesta de alimentos (Simsek y col., 2015). Por ello, la 
inhibición de estas enzimas supone una diana clave para la prevención del SMet.  
Uno de  los  logros de esta Tesis Doctoral ha sido  la evaluación del potencial  inhibidor 
selectivo del ingrediente de lenteja desarrollado sobre ambas actividades, sacarasa y maltasa, 
empleando  sacarosa  y  maltosa  como  sustratos,  a  diferencia  de  la  mayoría  de  estudios 
realizados hasta  el momento donde  solo  se  emplea uno de  ellos.  Los  resultados obtenidos 
mostraron  que  la  fracción  soluble  de  lenteja  control  (1  mg/mL)  inhibió  fuertemente  la 
actividad  sacarasa  (81%)  y  en  menor  medida  la  maltasa  (30%)  en  condiciones  alcalinas 
(publicación 1), si bien a pH neutro  (publicación 2) solo se observó  inhibición de  la actividad 
sacarasa  (75%).  Curiosamente,  en  líneas  generales  tanto  en  el  procesado  en  condiciones 
básicas  como  próximas  a  la  neutralidad,  la  fracción  soluble  inhibió  con mayor  potencia  la 
actividad  sacarasa  que  la maltasa,  lo  que  sugiere  un modo  de  inhibición  selectivo  de  esta 
fracción.  Los  flavonoles  y  los  glucósidos  de  quercetina  y  kenferol  han  sido  descritos  como 
inhibidores de las ‐glucosidasas (Zhang y col., 2015). De hecho, los flavonoles son el principal 
grupo de compuestos fenólicos en  la fracción soluble obtenida,  lo que podría explicar su alta 
actividad  inhibidora  de  estas  enzimas.  En  concordancia  con  estos  resultados,  Simsek  y  col. 
(2015)  indicaron  que  la  (+)‐catequina  inhibe  en mayor medida  la  actividad  sacarasa  que  la 
maltasa. Este compuesto está presente en la fracción soluble de la lenteja, lo que explicaría la 




han  descrito  como  potentes  inhibidores  de  las  ‐glucosidasas  intestinales  (Pradeep  y 
Sreerama, 2018), podría explicar la reducción de la actividad sacarasa de los ingredientes FLP, 







mostró  el mayor  potencial  hipoglucémico,  a  juzgar  por  su  capacidad  inhibidora  de  ambas 
enzimas  intestinales  (sacarasa  y maltasa),  resultados  que  sugieren  que  tanto HS  como  FLP 
contribuyen  a esta  actividad. El  aumento del  contenido de  flavonoles durante el procesado 
podría estar relacionado con la mayor actividad inhibidora de la maltasa, ya que otros autores 




del aumento de  las propiedades hipoglucémicas de  la  lenteja  sometida al  tratamiento FLPS. 
Esta hipótesis está reforzada por otros estudios que muestran que diversos péptidos liberados 
tras  la  hidrólisis  de  proteínas  de  legumbres  son  capaces  de  inhibir  las  α‐glucosidasas 
intestinales  (Mojica  y  col.,  2017).  Sin  embargo,  no  se  puede  descartar  la  contribución  de 
ciertos péptidos liberados por la actividad metabólica de L. plantarum, ya que Jakubczyk y col. 
(2017)  demostraron  la  liberación  de  péptidos  inhibidores  de  ‐glucosidasas  en  judía 
fermentada  empleando  esta  BAL  como  cultivo  iniciador.  Observando  los  porcentajes  de 
inhibición para  ambas  actividades ‐glucosidasas,  se puede deducir que  la  enzima  Savinasa 
contribuye a la actividad inhibidora de la maltasa de la fracción soluble de lenteja sometida al 
tratamiento  combinado  FLPS  en  condiciones  alcalinas,  siendo  L.  plantarum  el  principal 
responsable en condiciones de pH neutro. La enzima Savinasa fue  la principal responsable de 
la  actividad  inhibidora  de  la  sacarasa  a  pH  neutro, mientras  que  L.  plantarum  lo  fue  a  pH 
alcalino.  Estos hallazgos  indican que el  tratamiento  combinado de  fermentación e hidrólisis 
enzimática  es  una  estrategia  prometedora  para  la  obtención  de  ingredientes  derivados  de 
lenteja que puedan emplearse para prevenir la hiperglucemia, factor de riesgo del SMet. 
La inhibición de la lipasa pancreática por compuestos de los alimentos es también una 
estrategia  efectiva  en  el  control  del  SMet,  ya  que  permite  controlar  la  hiperlipidemia  y  el 
aumento de peso a través del retraso de la digestión y absorción de lípidos (Finer y col., 2000). 
La  inhibición de  la actividad de  la  lipasa solo se encontró en  la  fracción soluble de  la  lenteja 
control y procesada en condiciones alcalinas (publicación 1). La fracción soluble de  la  lenteja 
control mostró una potente actividad  inhibidora de esta enzima (90,5% de  inhibición, IC50 < 2 
mg/mL). Este efecto  se puede atribuir principalmente a  los compuestos  fenólicos presentes, 
siendo  las  agliconas  y  glucósidos  de  kenferol  los  inhibidores más  potentes,  seguidos  de  la 
quercetina aglicona y quercetina arabinósido  (Zhang y col., 2015). El procesado de  la  lenteja 








0,998, p≤0,05). Estos  resultados sugieren que  la disminución de  la actividad  inhibidora de  la 








actividad  antioxidante de  las  fracciones  solubles obtenidas  a partir de  la  lenteja procesada 
mediante  dos  ensayos  diferentes:  el  ensayo  de  la  capacidad  atrapadora  de  radicales  de 
oxígeno  (ORAC)  y  la  inhibición  de  la  generación  de  ERO  intracelulares  en  cultivos  de 
macrófagos  RAW  264.7.  El  ensayo  ORAC  determina  la  capacidad  de  inhibición  frente  a  la 
oxidación  inducida  por  radicales  peroxilo.  Como  el  radical  peroxilo  es  el  radical  iniciador 






ácido  trans  p‐cumárico,  glucósidos  de  flavonoles  o  flavonas,  que  se  han  sugerido  como  los 
principales  responsables de  la actividad antioxidante de  las  legumbres  (Oomah y  col., 2011; 
Zhang y col., 2015), podrían estar contribuyendo a los altos valores de ORAC observados en la 
fracción soluble de lenteja. Sin embargo, la baja correlación encontrada entre el contenido de 












manifiesto que  la hidrólisis de proteínas de  lenteja con Savinasa  libera péptidos de bajo peso 
molecular con actividad antioxidante debido a su capacidad donadora de átomos de hidrógeno 
(García‐Mora y col., 2014, 2015a). De modo similar, se ha descrito que la fermentación con L. 
plantarum  causa  un  incremento  de  la  actividad  antioxidante  de  diferentes  legumbres, 
posiblemente debido a  la bioconversión de compuestos fenólicos a formas más activas o a  la 
producción de péptidos bioactivos por parte de esta bacteria (Limon y col., 2015; Starzyńska‐
Janiszewska  y  col.,  2014;  Torino  y  col.,  2013).  Sin  embargo,  los  diferentes  tiempos  de 
fermentación y pH utilizados en la presente Tesis podrían explicar la reducción de la capacidad 
antioxidante  del  ingrediente  FLP.  La mayor  actividad  antioxidante  observada  en  la  fracción 
soluble  de  lenteja  sometida  al  proceso  combinado  en  comparación  con  los  dos  procesos 
individuales  indica  que  tanto  HS  como  FLP  actúan  de  manera  sinérgica  mejorando 
notablemente  los valores de ORAC de  la  fracción  soluble de  lenteja procesada, ya  sea a pH 
alcalino (publicación 1) o pH neutro (publicación 2). 
  A  continuación,  se evaluó el potencial efecto  citoprotector de  la  fracción  soluble de 
lenteja  procesada  en  condiciones  de  estrés  oxidativo,  empleando  un  modelo  celular  de 
macrófagos murinos RAW 264.7 inducido por un compuesto pro‐oxidante potente, como es el 
t‐BHP  (Lv  y  col.,  2017).  Este  compuesto  induce  daño  celular  debido,  principalmente,  a  que 
causa  una  sobreproducción  de  ERO  que  reduce  la  viabilidad  celular  e  induce  su  apoptosis. 
Inicialmente, se ensayaron diferentes concentraciones de t‐BHP para asegurar la inducción de 
toxicidad  por  estrés  oxidativo  en  las  células.  Los  resultados  indicaron  que  concentraciones 
superiores a 2,5 mM provocan un daño celular significativo y una tasa de muerte celular por 
encima del 50%. Se observó que  la  fracción soluble de  lenteja era capaz de  inhibir de modo 
significativo (p≤0,05) la sobreproducción de ERO inducida por t‐BHP únicamente a pH alcalino 
(18%  inhibición,  publicación  1),  mientras  que  a  pH  neutro  no  se  detectó  inhibición 




estudio) atenuaban  la hipertrofia de cardiomiocitos  inducida por angiotensina  II mediante  la 
disminución  de  los  niveles  de  ERO.  Estos  autores  explicaron  el  efecto  citoprotector  de  los 
extractos de lenteja frente al estrés oxidativo inducido por angiotensina II por la presencia de 








en macrófagos  RAW  264.7.  Además,  los  resultados  obtenidos  a  pH  neutro  indican  que  los 
valores  de  actividad  antioxidante  determinada  por métodos  químicos,  como  el ORAC,  y  en 
cultivos celulares no siempre están completamente correlacionados entre sí. El procesado de 
la  lenteja  causó  un  aumento  de  su  efecto  citoprotector  frente  al  estrés  oxidativo, 
independientemente del método de procesado empleado y del pH de  la  fracción  soluble. El 
mayor  potencial  protector  celular  se  observó  para  la  fracción  de  lenteja  FLP  a  pH  alcalino, 
seguida  de  HS  y  FLPS,  si  bien  entre  estas  dos  fracciones  no  se  encontraron  diferencias 
estadísticamente significativas  (p>0,05)  (publicación 1). En el caso del estudio realizado a pH 
neutro, los tratamientos HS y FLPS aumentaron en mayor medida la capacidad inhibidora de la 




compuestos  fenólicos,  tal  y  como  se  ha  comentado  anteriormente,  esta  disminución  no 
conlleva una reducción del potencial citoprotector de la lenteja frente al estrés oxidativo. Esto, 
unido  al  hecho  de  que  las  fracciones  solubles  de  lenteja  FLP  y  FLPS  obtenidas  a  pH  6,8 
presentan similar composición fenólica y muy diferente actividad inhibidora de la formación de 
ERO,  sugiere  que  otros  compuestos  distintos  a  los  compuestos  fenólicos  contribuyen  a  la 
actividad  antioxidante  de  la  lenteja  procesada.  Teniendo  en  cuenta  el  similar  contenido  de 
péptidos encontrado en  la  lenteja sometida a HS y FLPS,  tanto a pH alcalino como neutro, y 
que datos existentes en  la  literatura  indican que tanto L. plantarum como  la enzima Savinasa 
son  capaces  de  liberar  péptidos  con  capacidad  de  atrapar  ERO  a  partir  de  proteínas  de 
legumbre, se puede sugerir que son  los péptidos  formados durante el procesado de  lenteja, 













5.1.3. Caracterización  de  los  compuestos  bioactivos  de  la  fracción  soluble  de  lenteja 




efectivo  que  FLP  y  HS  aplicados  separadamente,  se  realizó  un  sub‐fraccionamiento  de  la 
fracción  soluble  de  lenteja  mediante  cromatografía  de  exclusión  molecular  empleándose 
columnas MidiTrap de Sephadex G‐10. Se obtuvieron 5  subfracciones  (F1‐F5), en  las que  se 
cuantificó  el  contenido  de  péptidos  y  compuestos  fenólicos  totales  y  pormenorizados,  y  se 
determinaron  las  actividades  biológicas  (inhibidoras  de  la  ECA,  de  las  α‐glucosidasas 
intestinales  y de  la  lipasa pancreática,  así  como  la  actividad  antioxidante) que,  como  se ha 
indicado anteriormente, se consideraron las más relevantes para el control del SMet. Todas las 
subfracciones mostraron actividad en todos los ensayos biológicos realizados, con la excepción 





un 5% de compuestos fenólicos, presentó  las actividades  inhibidoras de  la ECA y de  la  lipasa 
pancreática más altas, así como un mayor potencial antioxidante determinado como inhibición 





esta  subfracción mostró  una  baja  inhibición  de  la  generación  de  ERO  en macrófagos  RAW 












En  la  subfracción  F1  obtenida  mediante  proceso  FLPS  en  condiciones  alcalinas  se 
identificaron un total de 30 péptidos con pesos moleculares dentro del rango 1100‐3200 Da, 
derivados  de  las  proteínas  convicilina,  vicilina  (alérgeno  Len  c  1.0101  y  1.0102)  y  lectina 
(publicación  1).  En  condiciones  de  pH  neutro,  en  cambio,  se  identificaron  únicamente  3 
péptidos  con  pesos moleculares  comprendidos  entre  838  y  1225 Da,  derivados  de  vicilina, 
convicilina  y  ADP‐glucosa  pirofosforilasa,  enzima  esta  última  implicada  en  la  biosíntesis  de 
almidón (publicación 2). La mayor  liberación de péptidos a pH básico podría explicarse por  la 
mayor  actividad  de  la  enzima  Savinasa  a  este  pH.  Los  péptidos  identificados  en  ambas 
condiciones  contenían  secuencias aminoacídicas descritas  como  inhibidoras de  la ECA o con 
actividad  antioxidante.  Además,  tres  de  los  péptidos  encontrados  en  la  subfracción  F1  del 
ingrediente  obtenido  a  pH  alcalino  (DLAIPVNNPGQLESF,  LVNEGKGNLELVGF  e 
ITPEKNPQLQDLDIF)  se  han  descrito  previamente  como  péptidos  con  doble  actividad 
antioxidante e inhibidora de la ECA (Garcia‐Mora y col., 2017).  
Se  realizó un estudio detallado estructura‐actividad de  los péptidos  identificados en 
ambas  condiciones  con  el  fin  de  determinar,  de manera  teórica  en  base  a  los  datos  de  la 
bibliografía, su potencial actividad biológica. Se ha descrito que  la presencia de aminoácidos 
aromáticos  (fenilalanina),  hidrofóbicos  (valina,  leucina,  glicina  o  prolina)  o  aminoácidos 
cargados positivamente (arginina e histidina) en el tripéptido situado en el extremo C‐terminal 
es determinante para  la unión de péptidos  inhibidores a  la ECA. Así mismo,  la presencia de 
prolina, histidina o tirosina en  la secuencia peptídica o bien de aminoácidos hidrofóbicos con 
cadenas  alifáticas  como  glicina,  isoleucina,  leucina  y  valina en el extremo N‐terminal de  los 
péptidos se ha demostrado que contribuye notablemente a  la actividad  inhibidora de  la ECA 
(Daskaya‐Dikmen y col., 2017; Gu y Wu, 2013; Li y Li, 2013; Liu y col., 2018). Muchas de estas 
características  estructurales  estuvieron  presentes  en  los  péptidos  identificados  en  la 
subfracción F1 de LF obtenida en ambas condiciones de pH. 
  Además,  estudios  recientes  han  aportado  información  interesante  sobre  las 
características  estructurales  de  los  péptidos  antioxidantes,  sugiriendo  que  la  presencia  de 
lisina,  triptófano,  cisteína  o  aminoácidos  aromáticos  (fenilalanina,  histidina  o  tirosina)  es 
crucial para  la actividad captadora de  radicales  libres  (Li y Li, 2013; Tian y col., 2015; Yang y 
col., 2017). La presencia de aminoácidos hidrofóbicos voluminosos en  la  región C‐terminal o 








péptidos  (Li  y  col.,  2011).  Los  péptidos  identificados  en  las  subfracciones  F1  presentaron 
algunas de estas características, lo que sugiere su potencial actividad antioxidante. Muchos de 
ellos  son,  además,  potencialmente  inhibidores  de  las  α‐glucosidasas  intestinales,  ya  que 
presentan  los  atributos  estructurales  característicos  de  los  péptidos  con  elevada  actividad 
hipoglúcémica  identificados hasta el momento. En este  sentido,  se ha puesto de manifiesto 
que estos péptidos contienen al menos un aminoácido con una cadena lateral básica o con un 
grupo hidroxilo en el extremo N‐terminal (serina, treonina o tirosina), prolina, lisina y arginina 
en  cualquier  posición  de  la  secuencia  aminoacídica  y  alanina,  prolina  o  metionina  en  el 
extremo C‐terminal (Ibrahim y col., 2018). 
  Estas  características  estructurales  descritas  en  la  bibliografía  para  los  péptidos  con 
actividad antioxidante o  inhibidoras de  la ECA y  las α‐glucosidasas  intestinales  sugieren, por 
tanto,  la potencial actividad multifuncional de  los péptidos presentes en  las subfracciones F1 




el  compuesto  mayoritario.  Los  flavonoides  constituyeron  la  totalidad  de  los  compuestos 
fenólicos  identificados en  la fracción F1 obtenida en condiciones alcalinas (publicación 1) y el 
75% en  la obtenida en condiciones a pH neutro  (publicación 2). En este último caso, el 25% 
restante  correspondió  a  derivados  del  ácido  gálico.  Los  flavonoides  son  compuestos  con 
reconocida  actividad  antioxidante,  capaces  de  captar  los principales  radicales pro‐oxidantes 




demostrado  ser  un  potente  antioxidante  a  través  de  la  activación  de  una  de  las  rutas  de 
señalización celular implicadas en la defensa frente al estrés oxidativo, como es la mediada por 
el  factor  de  transcripción Nrf2  en  tejidos  pulmonares  (Kumar  y  col.,  2014).  Así mismo,  los 
glucósidos  de  kenferol  y  los  dímeros  de  procianidina  juegan  un  papel  significativo  en  la 
actividad  antioxidante  total  de  extractos  hidrofílicos  obtenidos  a  partir  de  20  cultivares 
diferentes  de  lenteja  (Zhang  y  col.,  2015).  Además,  las  agliconas  y  glucósidos  de  kenferol 
presentes en legumbres han demostrado ser buenos inhibidores de las enzimas α‐glucosidasas 
intestinales y  lipasa pancreática  (Tan y col., 2017; Zhang y col., 2015), al bloquear su centro 





2016).  Existen  evidencias  científicas  que  indican que  los dímeros de prodelfinidina  también 
pueden  unirse  al  centro  activo  de  la  lipasa  pancreática  e  inhibir  su  actividad  (Buchholz  y 
Melzig, 2015). Las procianidinas oligoméricas y el kenferol han demostrado, también, efectos 
inhibidores de la ECA (Afonso y col., 2013; Guerrero y col., 2012). Estos hallazgos obtenidos en 
estudios  científicos  previos  refuerzan  la  hipótesis  de  que  los  compuestos  fenólicos 
identificados  en  las  subfracciones  F1  estudiadas  contribuyen  de  manera  notable  a  la 
bioactividad encontrada en  la fracción soluble de  lenteja procesada mediante FLPS en ambas 
condiciones de pH.  
5.1.4. Efecto de  la digestión gastrointestinal simulada en  la bioaccesibilidad de péptidos y 
compuestos fenólicos y actividad biológica de la fracción soluble de lenteja obtenida 
mediante tratamiento combinado de fermentación e hidrólisis enzimática (FLPS).  
Durante  la DGI se producen modificaciones químicas y bioquímicas en  las estructuras de  las 
proteínas y compuestos fenólicos y, como consecuencia, se promueve la liberación de nuevos 
compuestos  bioactivos  y/o  la  degradación  de  otros  existentes.  Estas modificaciones  de  los 
compuestos bioactivos presentes en  los  alimentos, por  tanto,  afecta  a  su bioaccesibilidad  y 
bioactividad. Por este motivo, en  la fase  I de  la presente Tesis Doctoral se evaluó también  la 
influencia  de  la  DGI  in  vitro,  siguiendo  el  protocolo  de  digestión  estática  desarrollado  por 




aumentó  entre  2‐3  veces  y  entre  5‐6  veces,  respectivamente,  en  ambas  condiciones.  Estos 
resultados sugieren la formación de nuevos péptidos por acción de las proteasas y peptidasas 
gastrointestinales,  así  como  la  liberación  de  compuestos  fenólicos  unidos  a  proteínas, 
favoreciendo  su  bioaccesibilidad,  como  se  ha  demostrado  recientemente  (Pellegrini  y  col., 
2017). 
  La actividad  inhibidora de  la ECA de  la  fracción soluble de  lenteja procesada  (FLPS) a 
pH 8,5 disminuyó tras la digestión in vitro, a juzgar por el mayor valor de IC50 observado tras la 
digestión (0,14 mg/mL frente a 0,23 mg/mL observado después de la digestión) (publicación 1). 
Este  efecto  había  sido  observado  previamente  en  hidrolizados  de  lenteja  obtenidos  por 
hidrólisis  enzimática  con  Savinasa  en  condiciones  alcalinas  tras  el  proceso  de  digestión 
simulada  (García‐Mora y col., 2015a). Esta disminución del potencial antihipertensivo puede 






valor  de  IC50  para  la  ECA  significativamente  (p≤0,05)  inferior  (0,19  mg/mL)  al  observado 
previamente  a  la  digestión  (0,39 mg/mL),  indicando  un  aumento  de  su  potencial  actividad 
antihipertensiva tras la DGI simulada. Estos resultados indican la liberación de nuevos péptidos 




Por  lo  que  se  refiere  a  las  actividades  inhibidoras  de  las  α‐glucosidasas  intestinales 
(tanto  sacarasa  como maltasa)  y  lipasa  pancreática,  disminuyeron  tras  el  proceso  de  DGI 
simulada, tanto en condiciones alcalinas como neutras. Estos resultados se podrían atribuir a la 
degradación  de  compuestos  fenólicos  con  actividad  inhibidora  de  estas  enzimas  durante  el 
proceso de digestión in vitro, debido al efecto del pH y de las enzimas digestivas, que producen 






ORAC  de  la  fracción  soluble  de  lenteja  FLPS  obtenida  en  condiciones  alcalinas,  si  bien  se 
incrementó  significativamente  (p≤0,05)  la  actividad  inhibidora  de  la  generación  de  ERO 
(publicación 1). En cambio, a pH neutro, los valores de ORAC de la fracción FLPS prácticamente 
se duplicaron (publicación 2). Estos resultados coinciden con hallazgos previos que demuestran 
que  la DGI  in vitro de hidrolizados obtenidos a partir de proteínas de  lenteja  con  la enzima 
Savinasa  libera  fragmentos peptídicos con mayor actividad antioxidante que  la observada en 
los péptidos precursores  (García‐Mora y col., 2014, 2015a, 2017). No se puede descartar, sin 











5.2. FASE  II: Optimización de  los parámetros del proceso de  fermentación en combinación 
con  la  hidrólisis  enzimática  a  pH  controlado  para maximizar  el  contenido  de  compuestos 
bioactivos y el potencial multifuncional de la fracción soluble de lenteja (publicación 3). 
Una  vez  demostrado  el  efecto  positivo  del  proceso  combinado  de  fermentación  con  L. 
plantarum e hidrólisis enzimática con Savinasa a pH controlado en dos condiciones diferentes 
sobre las características multifuncionales de la fracción soluble de lenteja, la siguiente fase de 
la  presente  Tesis  Doctoral  consistió  en  realizar  una  optimización  de  las  condiciones  del 
proceso,  con  el  fin  de  maximizar  el  contenido  de  compuestos  bioactivos  y  actividades 
biológicas  relevantes para  la prevención y  control del SMet. Estudios previos  realizados por 
nuestro grupo de investigación demostraron que una temperatura de 37 C y una velocidad de 
agitación  en  torno  a  300‐350  rpm  eran  las  óptimas  para  favorecer  el  crecimiento  de  L. 
plantarum durante  la  fermentación en estado  líquido de  lenteja y  judía pinta  (Limón y  col., 
2015; Torino y col., 2013). Por este motivo, seleccionamos el tiempo y pH del proceso, que en 
los estudios realizados en  la primera  fase de esta Tesis Doctoral han demostrado  tener gran 
influencia  en  la  bioactividad  de  la  lenteja,  como  variables  a  optimizar  en  el  proceso  FLPS 
(publicación 3). 
  La  optimización  se  realizó  mediante  un  diseño  experimental  empleando  la 
metodología Superficie Respuesta (MSR), que ha demostrado ser una herramienta estadística 
muy útil para evaluar el efecto individual, así como la interacción de diversos factores en una o 
diversas  variables  respuesta,  ahorrando  tiempo  y  número  de  experimentos  a  realizar  en 
comparación  con  la  optimización  de  cada  factor  separadamente  (Paucar‐Menacho  y  col., 
2017a,b). En  la optimización se utilizó un modelo compuesto rotacional centrado en  las caras 
para  investigar  el  efecto  de  dos  variables  independientes  (tiempo  y  pH)  en  8  variables 
respuesta  (variables dependientes):  contenido de  proteína, péptidos,  compuestos  fenólicos, 
actividad antioxidante, actividades  inhibidoras de  la ECA, de  las α‐glucosidasas  intestinales y 
lipasa pancreática y capacidad  inhibidora de  la producción de ON en macrófagos RAW 264.7. 
Este diseño experimental también permitió seleccionar  la combinación de ambos parámetros 
del  proceso  para  minimizar  el  contenido  en  proteínas  y  maximizar  el  resto  de  variables 
respuesta empleando  la función de deseabilidad (Derringer y Suich, 1980). En  la optimización 









actividades  biológicas  (antihipertensiva,  hipoglucémica,  hipolipémica,  antioxidante  y  anti‐
inflamatoria)  de  la  fracción  soluble  de  lenteja.  En  este  sentido,  el  contenido  de  proteína, 
péptidos y compuestos fenólicos varió entre 246‐814 mg /g, 163‐379 mg /g y 40‐75 mg GAE/g, 
respectivamente. También, se observaron variaciones en las actividades antioxidante (339‐582 
mM  TE/g)  e  inhibidoras  de  la  ECA  (47‐95  %),  de  las  α‐glucosidasas  intestinales  (0‐89  % 
inhibición),  de  la  lipasa  pancreática  (36‐57  %  inhibición)  y  de  la  producción  de  ON  en 
macrófagos inducida por LPS bacteriano (34‐50 % inhibición), dependiendo de las condiciones 
del proceso. Resulta evidente, por  tanto, que el pH  y el  tiempo de  fermentación  tienen un 
impacto  clave  en  la  composición  y  actividades  biológicas  de  la  fracción  soluble  de  lenteja 
sometida al tratamiento combinado de fermentación e hidrólisis enzimática, confirmando  los 
resultados obtenidos en la Fase I de esta Tesis Doctoral.  
  Con el  fin de conocer el efecto del  tiempo y pH del proceso  sobre  la  composición y 





para  los  términos  lineal,  cuadrático  e  interacción  entre  variables,  mientras  que  Xi  y  Xj 
representan las variables independientes (tiempo y pH). 
Se realizó un análisis de  la varianza para conocer qué términos de  la ecuación tienen 
un  efecto  significativo  sobre  las  variables  respuesta  y  si  las  desviaciones  de  los  datos 
experimentales a  las ecuaciones  teóricas podrían ser descritas por  los modelos obtenidos. El 
valor  de  probabilidad  para  el  estadístico  F  indicó  qué  ecuaciones  polinómicas  obtenidas 
resultaron  ser  adecuadas  para  explicar  la  variabilidad  de  los  datos  experimentales,  con 
excepción  del  modelo  obtenido  para  la  actividad  antiinflamatoria  (p>0,05),  que  no  fue 
significativo.  
También se evaluó  la bondad de ajuste de  los datos experimentales a  las ecuaciones 
polinómicas mediante  el  cálculo  de  los  coeficientes  de  determinación  (R2),  que  estuvieron 
comprendidos entre 0,85 y 0,96,  indicando que al menos el 85% de  los datos experimentales 










biológica de  la  fracción  soluble de  lenteja  fermentada  con  L. plantarum en  combinación de 
Savinasa (publicación 3). 
Los  resultados  indicaron  que  tanto  los  términos  lineales  como  los  cuadráticos  y  la 
interacción  entre  tiempo  y  pH  afectaron  de manera  significativa  al  contenido  de  proteína 
soluble de lenteja obtenida por el tratamiento FLPS. El gráfico tridimensional de superficie de 
respuesta  ilustró  que  el  contenido  proteico  se  reduce  al  aumentar  el  tiempo  del  proceso, 
resultado que se atribuyó a la proteólisis y generación de péptidos y aminoácidos libres por la 
acción  de  la  enzima  Savinasa  (Garcia‐Mora  y  col.,  2014)  y  al  sistema  proteolítico  de  L. 
plantarum  (De  Angelis  y  col.,  2016).  Por  el  contrario,  el  contenido  de  proteína  soluble  se 
incrementó al aumentar los valores de pH debido, sin duda, al aumento de la solubilidad de las 
proteínas de lenteja a pHs comprendidos en el rango 8‐12 (Limón y col., 2014). 
El  pH  del  proceso  fue  el  factor  que  ejerció  mayor  influencia  en  el  contenido  de 
péptidos  de  la  fracción  soluble  de  lenteja,  mostrando  tanto  el  término  lineal  como  el 
cuadrático un efecto positivo. El  tiempo, en  cambio, mostró un efecto  cuadrático negativo. 
Estos  resultados  sugieren  una  mayor  actividad  proteolítica  de  los  ingredientes  de  lenteja 
obtenidos a pHs alcalinos, resultados que son consistentes con la actividad proteolítica óptima 
a  pH  8  de  la  enzima  Savinasa  (García‐Mora  y  col.,  2014,  2015b).  Como  consecuencia,  el 
contenido de péptidos aumentó con el tiempo de hidrólisis hasta alcanzar un máximo a las 21 
h,  y  a  partir  de  ahí  se  observó  una  disminución.  La  actividad  proteolítica  en  las  diferentes 
condiciones  ensayadas  se  confirmó,  posteriormente,  mediante  electroforesis  en  geles  de 
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sódico. El perfil electroforético de  la harina de 
lenteja  no  fermentada  fue  similar  al  observado  previamente  (Garcia‐Mora  y  col.,  2014), 














resultados  confirman  la  mayor  eficiencia  proteolítica  en  el  proceso  de  fermentación 
combinada con hidrólisis enzimática cuando éste se realiza a pHs alcalinos. 
El  contenido de  compuestos  fenólicos  totales  se  vio  afectado positivamente por  los 
efectos lineales y cuadráticos del pH, de manera que pHs más altos causaron un aumento del 
contenido  fenólico,  al  igual  que  observamos  para  el  contenido  peptídico.  El  aumento  de 
compuestos  fenólicos  en  la  fracción  soluble  a  pH  alcalinos  puede  atribuirse  a  la  liberación, 
mediada o no por enzimas, de compuestos fenólicos unidos a proteínas o polisacáridos de  la 






que  están  entrecruzados  con  las  celulosas  y  hemicelulosas  que  forman  parte  de  la  pared 




contribuir  al  aumento  del  contenido  de  compuestos  fenólicos  solubles  del  ingrediente 
obtenido en condiciones alcalinas suaves. 
Con respecto a la actividad biológica de los ingredientes de lenteja obtenidos mediante 
FLPS,  se observó que  el pH  fue  el  factor  con mayor  influencia  en  la  actividad  antioxidante, 
presentando efectos tanto  lineales como cuadráticos positivos. El tiempo, en cambio, mostró 
una  influencia de  tipo cuadrático negativa. Así,  la actividad antioxidante disminuyó entre  los 
pHs 6,5 y 7,5, a partir del cual aumentó gradualmente hasta alcanzar un valor máximo a pH 
8,5.  El  tiempo  no  presentó  efectos  lineales  significativos,  en  contraposición  con  resultados 
previos que mostraron que la actividad antioxidante de hidrolizados de caseína aumenta con el 
tiempo de hidrólisis (Nongonierma y col., 2017). El aumento de la actividad antioxidante de la 
fracción  soluble  de  la  lenteja  obtenida  en  condiciones  alcalinas  podría  atribuirse  al mayor 
contenido  de  compuestos  fenólicos  y  péptidos.  La  proteólisis  de  lentejas  por  la  enzima 
Savinasa a pH 8,5 produce péptidos con capacidad de atrapar radicales peroxilo (García‐Mora y 
col.,  2017).  Además,  el  pH  alcalino  favorece  la  liberación  no  enzimática  de  compuestos 
fenólicos unidos a  componentes de  la pared  celular,  fenómeno que está  relacionado  con el 





fracción. Un  estudio  reciente  llevado  a  cabo  en una mezcla  compuesta por hidrolizados de 
proteínas de  suero  lácteo,  ácido  gálico  y  epigalocatequina ha puesto de manifiesto que  los 
péptidos  y  compuestos  fenólicos  pueden  presentar  efectos  antioxidantes  sinérgicos  (Cao  y 
Xiong,  2017).  Por otra parte,  el pH podría  influir  en  la  actividad  antioxidante debido  a que 
causa una modificación de  la estructura de  los compuestos fenólicos. Las catequinas, uno de 
los  compuestos  fenólicos  predominantes  en  esta  legumbre,  aumentan  su  capacidad  de 
donación de electrones  tras  la desprotonación que  tiene  lugar a pH elevados  (Muzolf y col., 
2008). 
De  modo  similar  al  observado  para  la  actividad  antioxidante,  el  tiempo  de 
fermentación tuvo una  influencia cuadrática negativa sobre  la actividad  inhibidora de  la ECA. 




un  estudio  previo  que  puso  de  manifiesto  que  tiempos  de  hidrólisis  largos  causan  la 





La  fracción  soluble  de  la  lenteja  procesada  mostró  una  enorme  variación  en  la 
inhibición  de  la  actividad  sacarasa  en  función  de  las  condiciones  observándose  valores  de 
inhibición comprendidos entre un 0% y un 89%. Los datos experimentales no se ajustaron al 
modelo  de  regresión,  como  se  ha  comentado  anteriormente,  por  lo  que  las  diferencias 
observadas en esta actividad biológica para las diferentes condiciones estudiadas no se deben 
exclusivamente al efecto del  tiempo  y  la  temperatura. Es necesario  realizar un estudio, por 
tanto,  de  otros  parámetros  adicionales  como  la  temperatura,  relación  enzima/harina  y 
cantidad  de  inóculo  de  cultivo  iniciador  que  podrían  influir  significativamente  en  las 
actividades  inhibidoras  de  las  α‐glucosidasas.  Zhang  y  col.  (2015)  evaluaron  la  actividad 
inhibidora  de  la  α‐glucosidasa  de  extractos  fenólicos  obtenidos  a  partir  de  20  cultivares 
canadienses de  lenteja.  Los  resultados de este estudio demostraron que  solo  los  flavonoles 
fueron  capaces de  inhibir  las  α‐glucosidasas  intestinales. En base al estudio de Zhang y  col. 





glucosidasas  de  las  fracciones  solubles  obtenidas  en  las  distintas  condiciones  estudiadas  se 
deben a variaciones en el contenido de flavonoles. 
Tanto  el  pH  como  la  duración  del  proceso  tuvieron  un  efecto  lineal  y  cuadrático 
significativo  sobre  la actividad  inhibidora de  la  lipasa pancreática, al  igual que  la  interacción 
entre ambos factores. El término lineal del pH ejerció la mayor influencia sobre esta actividad, 
siendo su efecto negativo. De  forma similar,  la  interacción entre ambos parámetros  tuvo un 
impacto negativo  sobre  la  inhibición de  la  lipasa pancreática. Por el  contrario,  los  términos 
lineal  y  cuadrático  del  tiempo  y  el  término  cuadrático  de  pH mostraron  un  efecto  positivo 




quercetina  (Zhang y col., 2015). Teniendo en cuenta que  los  flavonoles son  inestables a pHs 
neutros y alcalinos  (Li y col., 2016), es coherente que el modelo de regresión  indique que se 
alcanza  la  máxima  actividad  inhibidora  de  la  lipasa  pancreática  (80%)  a  tiempos  de 
fermentación largos (>30 h) y valores de pH más bajos (6,4). 
Considerando que el SMet se caracteriza por un grado de  inflamación crónica y, por 
tanto, por un  aumento de  la  concentración de marcadores de  inflamación en  la  circulación 
sistémica  (Martínez‐Larrad  y  col.,  2016),  se  consideró  interesante  evaluar  la  actividad 
antiinflamatoria  de  la  fracción  soluble  de  la  lenteja  o  ingrediente  obtenido  en  las  distintas 
condiciones  estudiadas.  Debido  a  que  el  ON  es  un mediador  implicado  en múltiples  rutas 
inflamatorias,  la  inhibición  de  su  producción  en  macrófagos  por  compuestos  bioactivos 





con  las  células  control.  Se  observaron  diferencias  significativas  (p≤0,05)  en  el  potencial 
antiinflamatorio dependiendo de las diferentes condiciones de pH y tiempo. Cabe señalar que 
la máxima actividad antiinflamatoria se alcanzó tras el proceso llevado a cabo a pH 6,5 durante 








influencia  de  parámetros  adicionales  para  explicar  las  variaciones  en  la  actividad 
antiinflamatoria  de  la  la  fracción  soluble  de  lenteja  obtenida  en  las  diferentes  condiciones 
estudiadas. Diversas evidencias científicas muestran que los flavonoles (kenferol, quercetina y 
sus derivados)  son  los  compuestos  antiinflamatorios más potentes en extractos  solubles de 
lenteja. Los flavonoides  inhiben  la expresión  in vivo de ARNm de citoquinas pro‐inflamatorias 
incluyendo  TNF‐α,  IL6  e  IL1β  (Zhang  y  col.,  2017a)  y  dificultan  la  producción  de  ON  en 
macrófagos RAW 264.7  inducida por LPS, disminuyendo así  la  respuesta  inflamatoria  (Devi y 
col., 2015). En base  a  los datos de  la bibliografía,  se puede deducir que  la mayor  actividad 
antiinflamatoria encontrada en  la  fracción soluble de  lenteja a pH 6,5 durante 15 h  (50% de 
inhibición) está relacionada con la mayor estabilidad de los flavonoles en estas condiciones de 
fermentación  (Li y col., 2016). Estudios previos han atribuido  la actividad antiinflamatoria de 
los  hidrolizados  proteicos  a  péptidos  bioactivos  específicos  (López‐Barrios  y  col.,  2016).  Sin 
embargo, no  se han  identificado hasta el momento péptidos antiinflamatorios derivados de 
proteínas de lenteja. 
Una  vez  estudiada  la  influencia  de  las  condiciones  de  fermentación  combinada  con 
hidrólisis enzimática (tiempo y pH) sobre el contenido de péptidos y compuestos bioactivos y 
actividad  biológica  de  las  fracciones  solubles  de  lenteja  obtenidas,  se  aplicó  la  función  de 
deseabilidad  con  el  fin  de  identificar  las  condiciones  óptimas  que  dan  lugar  a  los  valores 




tiempo de 11,63 h eran  las  condiciones de  fermentación óptimas globales,  con un  valor de 
deseabilidad  de  0,66.  En  estas  condiciones,  el  modelo  de  superficie  de  respuesta  predijo 
contenidos de proteína, péptidos y compuestos fenólicos de 693,1 mg, 368,3 mg y 75,7 mg de 
GAE por gramo de fracción soluble de lenteja, respectivamente. Además, la fracción soluble de 
lenteja en estas  condiciones óptimas exhibiría actividades  inhibidoras de  la ECA de 95,9% a 
concentraciones  de  0,5  mg/ml  (IC50  =  0,14  mg/mL)  y  lipasa  pancreática  de  39,3%  a 


















rangos  8,5‐8,6  y  10‐26  h,  respectivamente,  conducían  al  valor  máximo  de  deseabilidad. 
Teniendo en cuenta que estos valores de pH y tiempo de fermentación coincidían con uno de 
los  experimentos de  fermentación  ya  realizados  (publicación 1), no  fue necesario  repetir  el 
experimento.  Se observó que  los  valores experimentales  fueron muy  similares a  los  valores 
predictivos  obtenidos  aplicando  la MSR,  no  observándose  diferencias  significativas  (p≤0,05) 
entre  ellos.  Por  tanto,  se  puede  considerar  que  los modelos  predictivos  obtenidos  fueron 
adecuados  para  la  caracterización  química  y  biológica  de  la  fracción  soluble  de  lenteja 
procesada,  y  que  la MSR  fue  una  herramienta  adecuada  para  realizar  la  optimización  del 
proceso de fermentación a pH controlado utilizando L. plantarum y Savinasa.  
Hay  que  señalar  que  la  fermentación  de  lenteja  en  combinación  con  la  hidrólisis 
enzimática  a  pH  8,5  durante  15  h  proporcionó  niveles  de  péptidos,  compuestos  fenólicos 
solubles  y  actividades  antioxidante,  antiinflamatoria,  inhibidoras  de  la  ECA  y  de  las  ‐
glucosidasas  intestinales 6, 1, 2, 3, 5 y 53 veces más altos que  los observados en  la  fracción 
soluble de  lenteja no fermentada obtenida al mismo pH. Además, el  ingrediente obtenido en 







5.3.  FASE  III:  Evaluación  del  efecto  del  escalado  del  proceso  de  fermentación  e  hidrólisis 





FLPS, en  las condiciones óptimas seleccionadas en  la  fase  II de este  trabajo de Tesis  (pH 8,5 
durante 15 h). El escalado  se  realizó empleando un  volumen  total de producto de 30  L, en 
lugar  de  1,5  L  empleado  en  los  ensayos  de  laboratorio,  y  se  introdujeron  algunas 
modificaciones menores. En este sentido, y teniendo en cuenta que el sodio tiene un impacto 
negativo en  la presión arterial (Bazzano y col., 2013),  la solución empleada para ajustar el pH 
durante  el  proceso  a  nivel  de  planta  piloto  fue  KOH  en  lugar  de NaOH,  usado  durante  los 
ensayos en el laboratorio. Así mismo, el escalado se realizó a pH 8,0 en lugar de 8,5 con el fin 
de  rentabilizar  el  proceso  de  fermentación  al  emplear menor  volumen  de  solución  alcalina 
(20%) para ajustar el pH durante la fermentación. 
  Con el fin de conocer si el escalado tenía alguna influencia en la multifuncionalidad del 
ingrediente  obtenido,  se  comparó  el  rendimiento  peptídico  y  de  compuestos  fenólicos,  así 
como  las  actividades  biológicas  del  ingrediente  producido  a  escala  de  planta  piloto  con  el 
obtenido a escala de laboratorio. El ingrediente producido a escala de planta piloto mostró un 
rendimiento de péptidos y compuestos  fenólicos significativamente  inferior  (reducciones del 
21% y 25%,  respectivamente) que el producido a escala de  laboratorio. De modo similar, se 
observó una menor actividad biológica en el ingrediente desarrollado en planta piloto, ya que 
se  observaron  actividades  inhibidoras  de  la  ECA,  sacarasa  y  lipasa  pancreática,  así  como 
actividad  antioxidante  inferiores que  en  el  ingrediente obtenido  a  escala de  laboratorio.  La 
ligera reducción del pH durante el escalado podría tener un  impacto negativo en  la actividad 
proteolítica  de  la  enzima  Savinasa,  que  es  máxima  a  pH  8,5,  resultando  en  una  pérdida 
moderada de  la producción de péptidos y, por  tanto, en una menor actividad biológica. Sin 
embargo,  el  escalado  no  afectó  a  la  actividad  maltasa  del  ingrediente  e  incrementó 
notablemente su actividad protectora frente al estrés oxidativo en macrófagos RAW 264.7. A 
pesar de la ligera pérdida de actividad biológica observada tras el escalado, un estudio reciente 








Concretamente,  este  ingrediente  mejoró  los  parámetros  e  índices  relacionados  con  la 
resistencia a la insulina (glucosa en sangre, área bajo la curva tras la sobrecarga oral de glucosa 
y  perfil  de  la  curva  obtenida  e  índice  TG/glucosa),  metabolismo  lipídico  (niveles  de  TG 
plasmáticos, fosfolípidos, C‐HDL e índice aterogénico), esteatosis hepática (contenido lipídico y 
composición  de  ácidos  grasos)  y  estrés  oxidativo  (peroxidación  lipídica  hepática)  en  ratas 
Zucker con SMet. Los beneficios para  la salud del  ingrediente obtenido por  fermentación de 
lenteja con Savinasa mostrados en el estudio de Martínez y col. (2018) son consistentes con las 
actividades antioxidante e  inhibidoras de  las ‐glucosidasas  intestinales y  lipasa pancreática 
observadas en ensayos  in vitro en esta Tesis, y podrían atribuirse a  la presencia de péptidos 
bioactivos y compuestos fenólicos en dicho ingrediente.  




RAW  264.7  para  el  ingrediente  de  lenteja  desarrollado  a  escala  de  planta  piloto  en 
comparación  con  el  obtenido  a  escala  de  laboratorio  nos  llevó  a  realizar  un  estudio más 
exhaustivo  de  los  mecanismos  de  acción  implicados  en  dicha  protección.  Para  ello,  el 
ingrediente multifuncional obtenido a escala de planta piloto se sometió a un proceso de DGI 
simulada, siguiendo el protocolo de digestión estática desarrollado por Minekus y col. (2014). 
Este protocolo simula  las condiciones  fisiológicas en  las  fases oral, gástrica e  intestinal de  la 
digestión que van a afectar a la composición química y bioactividad de los componentes de los 
alimentos.  Este  enfoque  experimental  permitió  comparar  los  resultados  obtenidos  en  los 
estudios in vitro de la actividad biológica del ingrediente con aquellos observados in vivo en un 
modelo de rata Zucker con SMet y EHNA (Martínez y col., 2018).  
Para  el  estudio  de  los  mecanismos  de  acción  antioxidante,  se  trabajó  con  el 
ingrediente  multifuncional  desarrollado  tras  la  digestión  mencionada,  digerido  que 
denominaremos a partir de este momento DLF. Se empleó, para ello, un modelo  celular de 
estrés  oxidativo, macrófagos  RAW  264.7  estresados  por  t‐BHP  (Lv  y  col.,  2017),  idéntico  al 
empleado  en  la  fase  I  de  esta  Tesis  Doctoral,  ya  que  esta  línea  celular  genera  una 
sobreproducción  de  ERO  tras  la  exposición  a moléculas  pro‐oxidantes  (Zhang  y  col.,  2018). 
Teniendo  en  cuenta  que  el  t‐BHP  reduce  la  viabilidad  celular  y  promueve  la  apoptosis  y 
necrosis  celular  por  estimulación  de  la  producción  intracelular  de  ERO  (Lv  y  col.,  2017),  se 



























posteriormente,  con  t‐BHP  (2,5 mM)  durante  3 h  disminuye de modo dosis‐dependiente  la 
generación  de  ERO  (3,  19,  32  y  67%  de  inhibición,  respectivamente).  Por  tanto,  el 
pretratamiento con DLF no sólo no afectó a la viabilidad celular, sino que atenuó la generación 
de radicales oxidantes en un medio fuertemente oxidante (2,5 mM de t‐BHP). Estos resultados 
coinciden  con  los  obtenidos  en  un  estudio  reciente  en  el  que  se  demostró  que  la 
administración del  ingrediente de  lenteja (obtenido en  las condiciones descritas en esta Tesis 
Doctoral)  a  ratas  Zucker  con  SMet  disminuye  la  producción  de  especies  reactivas  al  ácido 
tiobarbitúrico de origen hepático, un reconocido marcador de peroxidación lipídica (Martínez y 
col., 2018). 
Numerosas  evidencias  científicas  demuestran  que  el  efecto  citoprotector  de  los 







través de  reacciones de  conjugación, mejorando  la  capacidad  antioxidante  celular. Por  este 
motivo, con el fin de dilucidar las posibles rutas moleculares por las que DLF ejercía su efecto 
antioxidante, se evaluó la expresión de las enzimas antioxidantes catalasa y SOD‐1 mediante la 




(50,  75  y  100  μg/mL)  durante  18  h  y,  posteriormente,  con  t‐BHP  (0,1  mM)  durante  3  h 
incrementó  la  expresión  de  la  proteína  catalasa  de  una  manera  dosis‐dependiente  en 
comparación con las células expuestas a t‐BHP únicamente. Por el contrario, DLF no potenció 
la expresión de SOD‐1 inducida por exposición al pro‐oxidante. La catalasa es una enzima que 
interviene en  la  conversión del peróxido de hidrógeno a agua y oxígeno  (Finkel y Holbrook, 
2000).  Estos  resultados  sugieren  que  el  incremento  en  la  capacidad  de  defensa  endógena 
inducida DLF podría jugar un papel crucial en la protección frente al daño celular causado por 
estrés oxidativo. De modo similar, otro estudio reciente ha indicado que extractos obtenidos a 




activación de  la  ruta de  señalización  celular que  implica  al  factor de  transcripción Nrf2  y  al 
elemento  de  respuesta  antioxidante  (ERA)  (Nguyen  y  col.,  2009).  La  activación  de  Nrf2 
depende de aquellos mecanismos que  incrementan su estabilidad, causando su acumulación 
en  la  célula. Un mecanismo ampliamente  conocido que  controla  la estabilidad de Nrf2 está 
mediado  por  la  proteína  Keap1  (Nguyen  y  col.,  2009).  En  condiciones  normales,  Nrf2  es 
inactivo ya que se encuentra unido a Keap1, que acelera su degradación. En condiciones de 
estrés oxidativo, Nrf2  se  separa de  la proteína Keap1 debido  a  la modificación de  cisteínas 
reactivas  en  este  factor  de  transcripción,  fenómeno  que  conduce  a  su  estabilización  y 
activación.  En  estas  condiciones, Nrf2 migra  al núcleo, donde  se une  al  ERA  activándose  la 
síntesis  de  enzimas  antioxidantes  (Kobayashi  y  col.,  2006).  Por  este motivo,  se  estudió  la 








75  y  100  μg/mL)  durante  18  h  y,  posteriormente,  con  t‐BHP  (0,1 mM)  durante  3  h  y  se 
determinó  la presencia de Nrf2 en  la fracción nuclear. Se observó un  incremento significativo 
(p≤0,05) dosis‐dependiente de los niveles de Nrf2 en el núcleo. Estos resultados confirman que 
DLF  induce  la  translocación y acumulación de Nrf2 en el núcleo celular,  fenómeno necesario 
para  que  ejerza  su  actividad.  Estos  hallazgos,  además,  consistentes  con  el  aumento  de  la 
expresión  de  la  enzima  catalasa  observado,  sugieren  un  claro  mecanismo  regulador  que 
promueve  la estabilización de Nrf2 en  respuesta al  tratamiento con DLF y  la  inducción de  la 
expresión de enzimas antioxidantes a través de la unión de Nrf2 a ERA. Resultados similares se 
observaron en un estudio realizado en judía común (Phaseolus vulgaris L.), donde se demostró 








la  familia  de  las MAPK,  las  proteínas  SAPK/JNK  se  activan  por  la  fosforilación  dual  de  los 
residuos Thr 183 y Tyr 185 mediada por las quinasas MKK4 y MKK7 que actúan al inicio en esta 
vía  de  señalización  celular  (Davis,  1999).  Con  el  fin  de  profundizar  en  los  mecanismos 
reguladores de DLF implicados en la acumulación nuclear de Nrf2, se estudió su efecto en  los 
niveles de proteínas SAPK/JKN  fosforiladas. Para ello,  los macrófagos RAW 264.7 se  trataron 
con  concentraciones  crecientes de DLF  (50, 75 y 100  μg/mL) durante 6 h y  se  cuantificaron 
tanto  los  niveles  de  SAPK/JNK  totales  como  fosforiladas mediante western‐blot.  Las  células 
tratadas mostraron un  aumento  significativo  (p≤0,05)  y, nuevamente, dosis‐dependiente de 
los  niveles  de  SAPK/JNK  fosforilada.  En  cambio,  no  se  observaron  diferencias  significativas 
(p>0,05) en los niveles totales de SAPK/JNK en las células tratadas con DLF en comparación con 
las células control. La relación entre los niveles de SAPK/JNK fosforilada total aumentó (p≤0,05) 
en  las  células  tras  el  tratamiento  con  DLF  de manera  dosis‐dependiente.  Estos  resultados 
indican que DLF  induce  la  fosforilación de SAPK/JNK y  la activación de esta ruta podría estar 
asociada a la activación de la vía mediada por el factor de transcripción Nrf2. Hay que señalar 








objetivo  de  esta  Tesis  Doctoral  consistió  en  establecer  una  relación  entre  el  efecto 
citoprotector frente al estrés oxidativo observado con su composición peptídica y fenólica. Se 
llevó  a  cabo  una  caracterización  de  la  fracción  peptídica  de  digerido  DLF mediante  HPLC‐
MS/MS, identificándose 7 péptidos con pesos moleculares comprendidos entre 839 y 2768 Da, 
que  derivaban  de  las  principales  proteínas  de  lenteja  (convicilina,  alergeno  Len  c  1.0101  y 






para que  los péptidos puedan  ejercer  su  actividad  antioxidante  (Li  y  Li,  2013). Además,  los 
péptidos identificados presentaron en su secuencia ácido glutámico, ácido aspártico, arginina, 
lisina  o  histidina.  Se  ha  demostrado  que  los  grupos  carboxilo  o  amino  de  los  amino  ácidos 
básicos y ácidos actúan  como quelantes de metales  (Díaz y  col., 2003). Estas  características 
estructurales  encontradas  en  los  péptidos  identificados  en  DLF  sugieren  su  posible 
contribución a la reducción de los niveles de ERO intracelulares en macrófagos estresados por 
t‐BHP a  través de su actividad captadora de radicales  libres. Además, existen evidencias que 
señalan  la  acción  antioxidante  de  oligopéptidos  derivados  de  legumbres  a  través  de  la 
activación de  los mecanismos de defensa antioxidante celulares. En este  sentido, el péptido 
NRYHE  derivado  de  garbanzo  induce  la  expresión  de  Nrf2  y  participa,  por  tanto,  en  la 
activación  de  ciertas  enzimas  antioxidantes mediada  por  ARE,  como  la NADP  (H):  quinona 
oxidoreductasa 1,  la hemo oxigenasa 1,  y  la  γ‐glutamil  cisteína  sintetasa en  células HT‐29  y 
Caco‐2 tratadas por peróxido de hidrógeno (Guo y col., 2014).  
La  caracterización de  la  fracción  fenólica permitió  la  identificación de 8  compuestos 
fenólicos  en  DLF,  derivados  fundamentalmente  de  ácidos  fenólicos  (ácido  feruloilquínico, 
derivados del ácido gálico y el glucurónido del ácido cafeico), aunque también se encontraron 
flavonoles  (kenferol  rutinósido‐ramnósido  y  glucurónido  de  quercetina).  Se  encontró  un 
compuesto más, con una relación masa/carga (m/z) de 659 y fragmentos de masa 468 y 298, 
que  no  se  logró  identificar,  a  pesar  de  ser  el  compuesto más  abundante  en  DLF.  El  perfil 







de  catequina  y  dímeros  de  prodelfinidina),  siendo  los  ácidos  hidroxicinámicos  e 
hidroxibenzoicos  los  minoritarios.  Los  compuestos  fenólicos  identificados  en  DLF  podrían 
potenciar la actividad antioxidante de los péptidos anteriormente descritos presentes en este 
ingrediente. Estudios previos han demostrado que los compuestos fenólicos presentes en DLF 
neutralizan  radicales  y  se  unen  a  iones metálicos  a  través  de mecanismos  de  donación  de 
electrones, hidrógeno o un mecanismo mixto (Ganesan y Xu, 2017). Sin embargo, sólo algunos 
de  estos  compuestos  son  capaces  de  activar  el  sistema  Keap1‐Nrf2.  Así,  por  ejemplo,  las 
agliconas  y  glucósidos  de  kenferol  han  demostrado  efectos  protectores  frente  al  estrés 
oxidativo  a  través  de  la  activación  de  la  respuesta  defensiva mediada  por  Nrf2  en  tejido 
pulmonar (Kim y col., 2017). De forma similar, el ácido gálico,  la quercetina y el glucósido de 
quercetina  protegen  frente  a  la  hepatotoxicidad  inducida  por  estrés  oxidativo mediante  la 
activación de la vía Keap1‐Nrf2 (Feng y col., 2017; Joko y col., 2017; Kim y col., 2017). Estudios 













































intestinales  en  la  fracción  de  lenteja  mencionada,  en  mayor  medida  que  los  procesos 
realizados individualmente. 
2. La enzima Savinasa contribuyó, fundamentalmente, a la liberación de péptidos y al aumento 
de  la  actividad  inhibidora  de  la  ECA  y  antioxidante  del  ingrediente  de  lenteja  obtenido 






ECA  y  de  las  α‐glucosidasas  intestinales,  así  como  glucósidos  de  kenferol.  En  condiciones 
neutras  se  observaron,  sin  embargo,  3  péptidos  con  las  características  estructurales 
mencionadas, así como flavonoides y derivados de ácido gálico.  
4.  La digestión gastrointestinal  in  vitro  realizada  simulando  las  condiciones  fisiológicas de  la 














6.  El  escalado  a  nivel  de  planta  piloto  del  proceso  de  fermentación  en  combinación  con  la 
hidrólisis  enzimática  causó  una  disminución  del  contenido  de  proteínas,  péptidos  y 
compuestos  fenólicos  y  de  la  eficacia  biológica  global  del  ingrediente  de  lenteja  en 
comparación con el proceso realizado a escala de laboratorio, si bien mostró mayor actividad 
citoprotectora  frente  al  estrés  oxidativo  en  un modelo  celular  de macrófagos  RAW  264.7 
inducido por t‐BHP. 
7. El ingrediente obtenido a partir de lenteja mediante el proceso de fermentación combinado 
con  hidrólisis  enzimática  a  escala  de  planta  piloto  ejerció  un  efecto  citoprotector  frente  al 
estrés oxidativo  tras  su digestión gastrointestinal, mediado por  la activación de  las  rutas de 
señalización de  las  jun‐quinasas,  la translocación al núcleo de Nfr2 y  la expresión de enzimas 
antioxidantes como la catalasa. Este efecto citoprotector frente al estrés oxidativo se relacionó 
con  la presencia de ciertos oligopéptidos derivados de  la convicilina, alergeno Len C 1.1001 y 




La  fermentación de  lenteja  con  L. plantarum en  combinación  con hidrólisis  con Savinasa en 
condiciones alcalinas y  tiempos  cortos es una estrategia de  interés para  la obtención de un 
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